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INTRODUCTION – CADRE DE LA THESE 
 
Dans un souci constant d’optimiser la réponse immunitaire dans le domaine de la 
vaccinologie, l’équipe INRA-ENVT IHVV (Intéraction Hôtes-Virus et vaccinologie) au sein 
de l’UMR Hôtes-Agents Pathogènes (IHAP) a mis au point de nouveaux vecteurs dérivés des 
Leporipoxvirus. Cette invention est protégée par un brevet déposé aux Etats-Unis [Bertagnoli 
et al., 2011]. Ces nouveaux vecteurs expriment l’antigène d’intérêt fusionné avec une protéine 
d’enveloppe du virus, permettant ainsi sa présentation à la surface de la particule virale. Cette 
équipe a identifié deux protéines d’enveloppe des Leporipoxvirus (M071L et M022L) qu’il 
est possible de fusionner avec un antigène d’intérêt sans que cela n’altère leurs fonctions.  
 
Cette nouvelle approche vaccinale a été testée avec deux antigènes de taille différente, en 
fusion avec M071L ou M022L :  
- le peptide correspondant à l’ectodomaine de la protéine M2 (M2e) du virus Influenza. 
Les deux constructions ont déjà prouvé leur innocuité in vivo (souris, moutons, lapins) 
et l’induction d’une réponse humorale spécifique contre M2e chez le lapin et la souris.  
- la protéine immunogène VP2 du virus Bluetongue BTV8. Malgré la taille importante 
de cet antigène (960 acides aminés), les fusions obtenues se sont avérées stables et le 
rôle des protéines porteuses de l’antigène ne semble pas altéré. L’administration de ces 
vecteurs viraux recombinants à des lapins (vecteur réplicatif chez cette espèce) a 
permis de montrer que l’immunogénicité de la protéine VP2 semblait bien conservée 
car les sérums récoltés étaient positifs en immunofluorescence. 
 
Le virus Bluetongue responsable de la fièvre catarrhale ovine (FCO) a été la source de 
pertes économiques très importantes durant ces dernières années en Europe. L’élaboration de 
vaccins efficaces était donc nécessaire. A ce jour, des vaccins sont déjà commercialisés mais 
la volonté de réaliser des vaccins de plus en plus performants pousse à s’orienter vers de 
nouvelles stratégies d’élaboration. De plus, la vaccination n’étant plus rendue obligatoire sur 
le territoire, la France n’est pas à l’abri d’une réémergence de la maladie. 
 
Afin d’évaluer l’innocuité de ces recombinants et de vérifier si la technique de fusion 
permet de conférer une réponse immunitaire humorale et cellulaire spécifiques, ils ont été 
testés dans un modèle murin, espèce non sensible du BTV. Les résultats obtenus vont être 
présentés dans ce travail de thèse. 
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PARTIE I : PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE 
 
Avant d’évoquer la maladie contre laquelle nous souhaitons optimiser la réponse 
immunitaire grâce à des vaccins utilisant la technique de fusion, il paraît nécessaire de faire 
quelques rappels de vaccinologie. En effet, il existe actuellement différents types de vaccins et 
les enjeux et critères recherchés dans le domaine vétérinaire sont bien particuliers. Ainsi, 
après avoir abordé ces notions, nous présenterons la maladie proprement dite de la fièvre 
catarrhale ovine à laquelle, dans ce travail, nous nous intéresserons. Ce sera l’occasion de 
rappeler les critères immunologiques de la FCO à prendre en compte pour l’élaboration de 
vaccins et de porter un intérêt aux spécialités actuellement sur le marché. Nous verrons qu’il 
en existe en cours d’étude dites de « nouvelle génération » et que la famille des Poxviridae est 
prometteuse dans le domaine de l’élaboration de ce type de vaccins recombinants. C’est pour 
cette raison que nous développerons les caractéristiques de cette famille de virus. 
Dans un dernier temps, nous détaillerons, par la présentation de plusieurs études publiées, que 
la méthode de fusion associée à l’expression de la protéine chimère immunogène directement 
sur la particule virale est une stratégie encourageante pour l’élaboration de vaccins. De 
nombreuses familles de virus ont déjà été exploitées par ce procédé. 
 
I. Utilisation de vecteurs vaccinaux en médecine vétérinaire : 
généralités 
 
1.1. Enjeux et intérêts de la vaccination 
 
La vaccination consiste à inoculer à un être vivant tout ou partie d’un agent pathogène 
afin de provoquer chez celui-ci une immunité spécifique vis-à-vis de cet agent. Elle a 
également pour but d’induire une mémoire immunitaire à l’origine d’une réponse plus rapide 
et plus intense que celle observée lors de la primo-infection. Cette réponse immunitaire 
spécifique est capable de protéger contre l’infection naturelle ou d’en atténuer les 
conséquences. 
 
1.2. Rappels immunologiques-réponse anti-virale 
 
Les réactions du système immunitaire contre les virus appartiennent à deux 
catégories : les réponses non spécifiques qui sont similaires pour tous les virus, et les réponses 
spécifiques qui sont adaptées à chaque virus. 
 
1.2.1. L’immunité non spécifique, première ligne de défense [Baudry et Brezellec, 
2006] 
 
Des barrières non immunologiques offertes par la peau et les muqueuses, le pH 
gastrique… s’opposent à la pénétration virale dans l’organisme. 
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L’infection débute lorsqu’un virus envahit quelques cellules dans lesquelles il se 
réplique. Trois systèmes sont alors activés : la réponse inflammatoire, la production 
d’interférons de type I et le système du complément. 
La réponse inflammatoire fait intervenir les polynucléaires neutrophiles, les monocytes et les 
macrophages qui exercent leur rôle de phagocytose. Les interférons (IFN) induisent au sein 
des cellules un état de résistance anti-virale, par inhibition de la traduction des ARN 
messagers viraux, ce qui bloque la synthèse des protéines à action cytotoxique. Ces IFN 
pouvant être libérés par toutes les cellules de l’organisme sont produits de façon autocrine 
mais également paracrine. L’activation du complément entraîne la lyse des cellules infectées. 
Des cellules « natural killer » douées de propriétés cytotoxiques sont capables de 
détruire des cellules infectées. Leur fonctionnement est amélioré par certaines molécules 
produites par le système immunitaire spécifique. 
 
Cette immunité non spécifique participe étroitement au développement de la réponse 
spécifique, notamment par l’intermédiaire des cellules présentatrices d’antigène et des 
cytokines. 
 
1.2.2. L’immunité spécifique 
 
a. Réaction à médiation cellulaire 
 
Elle joue un rôle prépondérant. 
Les antigènes viraux dégradés par les cellules présentatrices d’antigène CPA (qui peuvent être 
des macrophages, des lymphocytes B, des cellules dendritiques) sont présentés : 
- aux lymphocytes T CD4+, en association avec une molécule du CMH de classe II, 
- aux lymphocytes T CD8+ en association avec une molécule du CMH de classe I.  
Dans les deux cas, les lymphocytes reconnaissent le complexe « antigène viral – protéine du 
CMH » grâce à leur récepteur spécifique du TCR.  
La reconnaissance de l’antigène constitue le premier signal d’activation. Ce n’est que lors de 
la reconnaissance des facteurs de danger grâce aux Toll Like Receptor de la CPA que le 
second signal d’activation sera fourni par les molécules d’adhésion et par des cytokines. 
 
Les CPA produisent des interleukines 12 (IL-12) qui activent les lymphocytes CD4+ qui se 
différencient en lymphocytes T helper (LTh). Ces derniers maturent selon l’environnement 
qui les entoure en lymphocytes Th1 ou Th2. 
 
Les lymphocytes Th1 orientent la réponse immunitaire vers l’immunité à médiation cellulaire. 
Ils produisent deux cytokines majeures : les interférons gamma IFNγ associés aux 
interleukines 2 (IL-2) qui donnent le signal aux lymphocytes T CD8 de devenir des 
lymphocytes T cytotoxiques (LTc) et activent également les macrophages. D’ailleurs, ce sont 
ces deux cytokines que nous étudierons par la suite pour évaluer la réponse cellulaire dans 
notre travail.  
Les lymphocytes cytotoxiques envahissent le tissu infecté et provoquent la lyse des cellules 
infectées.  
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Les Th2 orientent la réponse immunitaire vers l’immunité à médiation humorale en 
permettant aux lymphocytes B de se différencier en plasmocytes produisant des 
immunoglobulines.  
 
b. Réaction à médiation humorale 
 
Elle correspond à la différenciation des lymphocytes B en plasmocytes qui produisent des 
anticorps (AC) dirigés contre l’antigène viral qu’ils ont reconnu. Leur multiplication est 
activée par les lymphocytes T CD4+ qui sécrètent des interleukines (IL-4, 5, 6, 10, 13) 
comme nous l’avons mentionné précédemment (réponse de type Th2). Il se produit une 
véritable coopération cellulaire. 
 
Les anticorps se fixent sur les virus circulants et les neutralisent en les agrégeant. Ils 
favorisent ainsi leur élimination en permettant la phagocytose des « complexes antigènes 
viraux-anticorps ». Les anticorps, empêchent la pénétration virale dans les cellules en se 
fixant à leurs protéines de surface nécessaires à leur entrée. 
 
Les anticorps se fixent également aux cellules infectées qui présentent des protéines virales à 
leur surface, ayant pour conséquence une activation du complément, la lyse de la cellule 
infectée et sa phagocytose. 
Certains anticorps peuvent empêcher la réplication virale grâce à une cascade de signaux 
intracellulaires. D’autres peuvent se fixer sur le point de sortie du virion, empêchant sa 
libération par encombrement sérique. 
 
Ainsi, les effecteurs agissent donc à 2 niveaux (cf. figure 1): 
- au niveau des cellules infectées par le virus 
- au niveau des particules virales libres 
De nombreuses possibilités de réponse contre les virus existent : synthèse d’IFN de type 1 et 
blocage de la cellule infectée, phagocytose non spécifique des cellules infectées, destruction 
des cellules infectées et des virus via le complément, action des lymphocytes T cytotoxiques, 
synthèse d’anticorps par les plasmocytes permettant une neutralisation virale, une meilleure 
phagocytose et une lyse cellulaire via le complément. 
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1.3. Critères recherchés en vaccinologie vétérinaire [Aynaud, 1991] 
 
Tout vaccin doit être efficace en terme de protection et doit présenter une innocuité à 
court et long terme. Bien évidemment, il doit également avoir un coût minimum acceptable. 
Cette contrainte économique est d’autant plus importante dans le domaine des productions 
animales où le coût unitaire de la dose doit être nécessairement très faible étant donné que les 
effectifs sont importants et les marges de l’éleveur réduites. Dans la filière de production 
animale, des contraintes supplémentaires sont présentes. Les protocoles de vaccination 
doivent être adaptés en réduisant au minimum les interventions pour l’éleveur. Par ailleurs, la 
présentation et la voie d’administration doivent être adaptées aux conditions d’élevage.  
D’autres difficultés doivent être prises en compte : la stabilité des vaccins vivants, le respect 
des normes pour la protection de l’environnement, la nécessité de pouvoir distinguer les 
animaux vaccinés des animaux infectés par des tests de routine (stratégie DIVA : Distinction 
between Infected and Vaccinated Animals). La vaccination s’inscrit également dans un cadre 
réglementaire propre à chaque pays en fonction du plan de lutte contre le pathogène.  
 
1.4. Différents types de vaccins [Eloit, 1998] 
 
Les vaccins sont classés en deux grandes catégories : les vaccins à agents vivants 
capables de se multiplier au moins in vitro (atténués ou modifiés) et les vaccins à agents 
inertes incapables de se multiplier (inactivés, sous-unitaires ou peptidiques). On distingue une 
troisième catégorie de vaccins intermédiaires (cf. figure 2). 
Figure 1: Représentation schématique de la réponse immunitaire antivirale 
Rose : réponse spécifique 
Bleu : réponse non spécifique 
Neutralisation virale 
par les ACVoie classique du 
complément
Amélioration de la 
phagocytose par les 
macrophages
ACTION SUR LE VIRUS LIBRE
ACTION SUR LA CELLULE INFECTEE
NK Lyse
AC+ complément
Lyse
Phagocytose par les macrophages
LTc
Lyse
TH-1
IL-2 IFN γ
Activation
Blocage de la cellule par IFN de type 1
Action du complément – voie directe
Phagocytose par les macrophages
Action du complément –
voie directe
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1.4.1. Vaccins vivants 
 
Les vaccins vivants conventionnels incluent des souches atténuées de l’agent 
pathogène dont le pouvoir pathogène est faible ou nul pour l’espèce de destination. Ces 
souches atténuées peuvent être spontanément avirulentes ou sélectionnées par différentes 
techniques (croissance en milieu sélectif, passages multiples en culture cellulaire, sur espèce 
animale différente de l’espèce cible,…) 
Des vaccins vivants recombinants fabriqués par délétion de gènes de virulence ou par 
clonage de gène codant des protéines immunogènes dans des vecteurs (viraux ou bactériens) 
capables de se répliquer appartiennent également à cette catégorie. 
L’utilisation d’un vaccin vivant peut présenter des risques : atténuation insuffisante ou 
retour à la virulence de la souche vaccinale, effets tératogènes, risque de réassortiment 
génétique avec un virus sauvage, transmission à d’autres animaux (en particulier s’il s’agit 
d’une maladie vectorielle car le virus circule dans le sang [Albina et al., 2007]). Nous verrons 
un exemple de problèmes rencontrés suite à la vaccination par des virus vivants en Corse 
contre la FCO (cf. paragraphe 2.9.2). 
 
1.4.2. Vaccins inertes 
 
Les vaccins inactivés conventionnels sont fabriqués par des traitements chimiques ou 
thermiques. Il est possible de n’utiliser que les fractions immunogènes majeures d’un micro-
organisme afin d’élaborer des vaccins sous-unitaires. S’il est difficile ou trop coûteux 
d’obtenir la protéine immunogène par purification, une alternative consiste à faire exprimer le 
gène correspondant dans des systèmes in vitro (levures, colibacilles, cellules de 
mammifères…) afin d’obtenir la protéine souhaitée. Enfin, les vaccins fondés sur l’utilisation 
de peptides de synthèse contenant des épitopes linéaires fabriqués par simple synthèse 
chimique entrent dans cette catégorie.  
 
1.4.3. Vaccins intermédiaires 
 
On distingue également les vaccins intermédiaires. Cette catégorie regroupe les 
vaccins recombinants vivants non réplicatifs, obtenus par clonage de gène codant des 
protéines immunogènes dans des vecteurs non réplicatifs, ainsi que les vaccins à ADN 
(introduction du gène codant l’antigène vaccinal cloné dans un plasmide d’ADN bactérien). 
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1.5. Intérêts des vaccins recombinants produits par génie génétique [Aynaud, 
1991] 
 
Il est possible d’atténuer de manière raisonnée les souches par délétion de gènes de 
virulence. 
Par ailleurs, bien souvent, la réponse immunitaire dirigée contre des protéines majeures suffit 
à conférer une protection complète. Les vaccins recombinants vectorisés offrent la possibilité 
de séparer les antigènes susceptibles d’induire une réponse immunitaire du reste des 
composants du microorganisme pathogène. Seule la partie responsable de l’immunogénicité 
est conservée, les gènes de virulence sont délétés. 
L’atout majeur de ces vaccins recombinants en vaccinologie vétérinaire est de pouvoir 
distinguer les animaux vaccinés et infectés puisque la mise en évidence d’anticorps dirigés 
contre la protéine absente de la souche vaccinale (gène délété) témoigne d’une infection. Ces 
vaccins s’inscrivent donc dans la stratégie DIVA.  
 
 
 
 
 
Figure 2: Classification des vaccins conventionnels et recombinants d’après Eloit M., 1998. 
Les vaccins recombinants sont les vaccins C, D, E, G dont la protéine est produite in vitro et I. 
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II. La Fièvre Catarrhale Ovine 
 
2.1. Etiologie 
 
La fièvre catarrhale ovine (FCO, bluetongue ou BT) est une arbovirose non 
contagieuse du mouton, transmise par piqûre de diptères hématophages appelés Culicoides. 
L’agent viral responsable est un virus non enveloppé à ARN double brin segmenté du genre 
Orbivirus appartenant à la famille des Reoviridae. 24 sérotypes distincts sont connus. Très 
récemment, deux nouveaux sérotypes ont été découverts : Toggenburg orbivirus et BTV-26 
du Koweït portant le nombre de sérotypes connus à 26 [Hofmann et al., 2008 ; Chaignat et al., 
2009 ; Maan et al., 2011]. 
Les ovins, caprins, bovins, camélidés et autres ruminants sauvages peuvent être infectés. 
 
2.2. Epidémiologie 
 
2.2.1. Transmission vectorielle 
 
Les ruminants malades et infectés représentent une source virale. La transmission 
vectorielle est le mode principal d’infection. Le BTV est transmis par la piqûre de diptères 
hématophages (uniquement la femelle) du genre Culicoides, appartenant à la famille des 
Ceratopogonidae (cf. photo 1).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La virémie apparaît rapidement après l’inoculation (environ 5 jours après) et peut 
persister jusqu’à 30 à 60 jours chez les ruminants [Schwartz-Cornil et al., 2008]. 
 
Seules quelques espèces du genre Culicoides sont incriminées dans la transmission du 
BTV. Le vecteur principal est Culicoides imicola. Cependant, il est apparu des foyers de FCO 
où le vecteur Culicoides imicola n’était pas présent. C’est par exemple le cas en Sicile où des 
épisodes de bluetongue sont apparus en 2002. Dans ce cas, C. pulicaris semblaient jouer le 
rôle de vecteur [Caracappa et al., 2003]. D’autres espèces sont incriminées dans la 
transmission du virus de la FCO comme C. milnei et C. bolitinos en Afrique, C. insignis en 
Amérique du Sud, C. sonorensis en Amérique du Nord, C. fulvus, C. actoni et C. wadai en 
région orientale et C. brevitarsis et C. wadai en Australie [Cirad].  
Photo 1: Culicoides imicola 
(D'après http://bluetongue.cirad.fr) 
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En France, une surveillance entomologique par piégeage de Culicoides est mise en œuvre afin 
de suivre l'évolution des populations de Culicoides, de faire l'inventaire des espèces présentes, 
de suivre leur dynamique de population et de déterminer les dates de début et de fin de leur 
activité. La figure ci-dessous (cf. figure 3) présente les résultats des captures réalisées en 
France en 2010. Au total, 3 878 captures ont été réalisées, révélant 66 espèces différentes. C. 
imicola est présent ainsi que d’autres vecteurs potentiels du BTV : C. obsoletus et C. dewulfi. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Cette maladie vectorielle a donc une épidémiologie étroitement liée à celle de Culicoides. Les 
Culicoides ne sont pas actifs toute l’année. Ils sont en général inactifs au dessous de 13°C et 
au dessus de 35°C. Ils meurent à -3°C. Même en l’absence du vecteur adulte, le virus persiste 
en hiver entrainant une recrudescence virale après l’hiver. Ce phénomène appelé 
« Overwintering » n’est pas entièrement élucidé. 
Plusieurs hypothèses ont été émises [Wilson et al., 2008]. 
Les hypothèses principales sont (cf. figure 4) : 
- la persistance de l’infection chez certains ruminants : les lymphocytes Tγδ peuvent 
jouer le rôle de réservoir cellulaire du virus chez les ruminants infectés [Takamatsu et 
al., 2004].  
- la persistance du virus chez quelques Culicoides adultes ayant survécu à l’hiver (hiver 
doux, à l’abri dans les bâtiments). La persistance du virus au sein des vecteurs par 
passage transovarien et dans les larves a également été évoquée mais le virus entier n’a 
pas pu être isolé dans les larves [White et al, 2005]. 
- la transmission transplacentaire chez les ruminants infectés (cf. paragraphe 2.2.2) 
D’autres hypothèses qui paraissent plus secondaires sont : 
- la transmission horizontale lors de l’accouplement chez les ruminants (cf. paragraphe 
2.2.2) 
- la persistance chez des animaux réservoirs tels que des élans, des cerfs, la transmission 
par les tiques… 
Figure 3: Diversité des Culicoides capturés en France métropolitaine (continent et Corse) par 
le réseau de surveillance entomologique en 2010.  
(Journée de restitution 2011-Cirad ) 
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- la transmission par voie orale (colostrum, consommation de placenta infecté…) (cf. 
paragraphe 2.2.2). 
  
2.2.2. Autres moyens de transmission 
 
Comme il vient de l’être mentionné, des modes de transmission autres que la 
transmission vectorielle sont évoqués. 
La transmission transplacentaire avait déjà été abordée en 1979 par l’équipe de Gibbs qui 
avait montré que des brebis infectées en milieu de gestation par les sérotypes 4 et 16 avaient 
donné naissance à des agneaux sans signes cliniques mais dont la virémie persistait 2 mois 
après la naissance [Gibbs et al., 1979]. D’autres études démontrent ce mode de transmission 
par infection naturelle que ce soit chez les bovins [De Clercq et al., 2008 ; Zanella et al., 
2012] ou chez les brebis [Saegerman et al., 2011]. Cette voie est donc une hypothèse 
importante prise en compte dans le phénomène d’overwintering. 
 
Il a également été montré expérimentalement que les veaux pouvaient être infectés par voie 
orale. L’ingestion de colostrum issu de mère non infectée mais contenant du sang contaminé 
par du BTV (afin de mimer un colostrum infecté sans anticorps maternels comme il se 
produirait pour une mère infectée tardivement lors de la gestation) a également abouti à 
l’infection d’un veau [Backx et al., 2009]. Une autre étude plus récente a démontré que le 
virus pouvait être présent naturellement dans le colostrum et contaminer le nouveau-né [Mayo 
et al., 2010]. 
 
Un autre mode de transmission, plus rare, est la voie vénérienne [Napp et al., 2011]. Le virus 
est assez résistant, notamment au froid, il est donc bien conservé dans les paillettes utilisées 
pour l’insémination artificielle, une transmission ≪ iatrogène ≫ par ce mode de reproduction 
est donc possible et a été démontrée artificiellement. Du virus a été isolé dans les éjaculats de 
quelques taureaux infectés BTV. Cette semence a servi à inséminer des génisses qui, à leur 
tour, ont présenté une virémie et une séroconversion pour certaines d’entre elles sans signes 
cliniques associés. Le virus n’a pas été isolé chez les fœtus issus de cette insémination.  
[Bowen et al., 1985]. A ce jour, les taureaux et béliers utilisés pour l’insémination artificielle 
sont testés BTV. 
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2.2.3. Situation mondiale 
 
On distingue plusieurs zones épidémiologiques dans le monde (cf. cartes 1 et 2) : 
- Une zone enzootique où le virus circule de manière constante. Elle contient les 24 
sérotypes et concerne les régions tropicales et subtropicales. Les formes cliniques sont 
moins graves que dans les zones épizootiques ou incursives. 
- Une zone épizootique où la maladie apparaît de façon sporadique. Elle entoure les 
territoires où la maladie est enzootique. 
- Une zone incursive où la maladie n’apparait que de façon accidentelle. Elle est en 
bordure des zones d’épizootie. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Piqûre 
par un 
vecteur
Piqûre 
par un 
vecteur
Incubation 
chez l’hôte
Incubation 
chez le vecteur
Survie de moucherons adultes ?
Transmission 
par voie 
orale
Infection persistante ?
Transmission 
transplacentaire
Figure 4: Les différents mécanismes envisageables d'Overwintering. 
(D’après Wilson et Mellor, 2009) 
Carte 1: Répartition mondiale de la FCO. 
(D'après Wilson et Mellor, 2009 et Agathe Caruso, thèse vétérinaire, 2009) 
Carte 2: Répartition mondiale des différents sérotypes 
du virus de la Bluetongue. 
(D'après www.fcoinfo.fr) 
http://www.fcoinfo.fr/spip.php?article326 
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L’extension géographique peut s’expliquer par : 
- le commerce et le déplacement d’animaux virémiques ou de leurs semences. 
- le déplacement passif des vecteurs via des vents d’altitude associés à des températures 
compatibles avec la survie des insectes ou via les moyens de transport 
- l’introduction et l’implantation de vecteurs infectés 
L’Europe est un point de convergence de différents sérotypes. Plusieurs voies de progression 
des épizooties sont observées en Europe (cf. carte 3) : 
- en provenance de l’Est via la Turquie et Chypre, 
- à partir du nord de l’Afrique (Algérie, Tunisie) vers l’Italie et les îles 
méditerranéennes, 
- à partir du Maroc vers le sud de l’Espagne et le Portugal,  
- par une voie encore inconnue vers le nord de l’Europe... 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Cette maladie a été décrite pour la première fois en 1881 en Afrique du Sud. La maladie est 
présente en France et plus précisément en Corse depuis 2000 avec une première apparition du 
sérotype 2. Depuis, les sérotypes 4 et 16 y ont circulé. 
En août 2006, le BTV sérotype 8 est apparu dans des pays d’Europe du Nord (successivement 
Pays-Bas, Allemagne, Belgique et Nord-Est de la France), indemnes de la maladie 
jusqu’alors. En 2007, le sérotype 8 gagne de nouveaux territoires : le Royaume-Uni, le 
Danemark, la République Tchèque, la Suisse et l’Espagne et s’étend davantage également sur 
le territoire français. 
En 2008, des vaccins inactivés contre les sérotypes 1 et 8 arrivent sur le marché et des 
campagnes de vaccination massives sont réalisées dans la plupart des pays européens atteints. 
En 2008, la France demeure durement touchée et la vaccination est rendue obligatoire à partir 
de l’hiver 2008-2009. Depuis, l’épizootie semble contrôlée en Europe avec peu de circulation 
entre le 01/05/2010 et le 13/02/2012 (cf. cartes 4 et 5). Une des caractéristiques de cette 
épizootie est la pathologie sévère observée chez les bovins.  
 
 
 
 
Carte 3: Voies de progression des épizooties en Europe. 
(D’après www.fcoinfo.fr) 
http://www.fcoinfo.fr/spip.php?article326 
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2.3. Structure du virus [Albina et al., 2007 ; Caruso Agathe, Thèse vétérinaire, 2009 ; 
Site internet FCO-Info] 
 
Il s’agit d’un virus de petite taille, d’environ 60 à 80 nm de diamètre.  
Le génome viral est constitué de 10 segments d’ARN bicaténaires, chacun codant pour une 
protéine spécifique. Il est protégé par une capside protéique à symétrique icosaédrique non 
enveloppée. Cette dernière est constituée d’une capside externe et interne. Les protéines qui 
les composent sont au nombre de 7 : VP1 à VP7. 
 
- La capside externe est composée de deux protéines structurales majeures : VP2 et VP5.  
 
Ce sont les deux seules protéines virales à l’origine de la production d’anticorps neutralisants  
[Schwartz-Cornil et al., 2008]. 
 
VP2 est une hémagglutinine responsable de l’attachement du virus sur les récepteurs 
cellulaires. La protéine VP2 est hautement variable, elle est l’antigène spécifique de type et a 
permis d’identifier 26 sérotypes. Lorsque VP2 est enlevée, l’infectivité et la formation de 
particules dérivées est très nettement réduite chez les vertébrés.  
VP5 modifierait la conformation de VP2 en interagissant avec elle. Les épitopes de VP2 étant 
dépendants de la conformation, VP5 améliorerait l’immunogénicité grâce à cette interaction 
[Roy et al., 1990]. VP5 présente une grande variation de taille entre sérotypes. Elle jouerait 
également un rôle dans le développement d’une immunité cellulaire. 
 
- La capside interne (nucléocapside ou core) est composée de deux protéines structurales 
majeures : VP3 et VP7 et de trois protéines structurales mineures : VP1, VP4 et VP6. 
 
a. Les protéines mineures : 
Ces trois dernières constituent les complexes de transcription : VP1 est l’ARN-polymérase 
ARN-dépendante, VP4 est la guanylyltransférase et VP6 est l’hélicase. Ces dernières sont 
disposées à la face interne de la capside formée par VP3, au niveau des pores situés aux 12 
sommets de la particule à symétrie icosaédrique. 
Carte 4: Répartition géographique en Europe des régions 
touchées par le BTV entre le 01/05/2010 et le 01/07/2011. 
(D’après http://eubtnet.izs.it/btnet/reports/Outbreaks.html) 
 
Carte 5: Répartition géographique en Europe des régions 
touchées par le BTV entre le 01/05/2011 et le 13/02/2012. 
(D’après http://eubtnet.izs.it/btnet/reports/Outbreaks.html) 
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b. Les protéines majeures : 
VP3 incorpore et interagit avec les trois protéines mineures du core dont elle permet 
l’assemblage. Il s’agit de la protéine la plus conservée entre les sérotypes et entre les virus du 
genre Orbivirus (séquence et fonction). Elle possède des déterminants antigéniques 
spécifiques du groupe.  
VP7 est une protéine structurale commune aux différents sérotypes viraux et le diagnostic 
sérologique de la FCO repose sur la détection d’anticorps dirigés contre cette protéine. Elle 
serait responsable de la fixation du virus sur les récepteurs présents à la surface des cellules 
du vecteur et est l’antigène spécifique de groupe du BTV.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
- Lors de la multiplication du virus, des protéines non structurales sont produites : NS1 qui 
s’accumule dans la cellule et forme des structures tubulaires dans le cytoplasme, NS2 qui est 
une phosphoprotéine jouant un rôle dans l’organisation du génome avant l’encapsidation et 
NS3 qui est impliquée dans la libération du virus hors de la cellule infectée. 
 
2.4. Sérotypes et variabilité génétique [Maan et al., 2007] 
 
A ce jour, on distingue 26 sérotypes différents. A l’intérieur d’un même sérotype, il existe une 
grande variabilité de souches. Des dérives génétiques sont observées (mutations, variations 
génomiques suite aux passages successifs entre vecteurs et espèces sensibles, réassortiments 
génétiques entre virus différents en cas de coexistence de plusieurs souches ou sérotypes au 
sein d’un même cheptel ou de coinfection chez un même animal – ruminant ou vecteur). 
Un virus d’un sérotype donné peut induire ou non une protection croisée vis-à-vis d’un virus 
d’un autre sérotype selon sa proximité antigénique avec celui-ci. Un lien a été établi entre des 
réactions croisées fortes et l’appartenance à un même nucléotype, défini par le gène codant 
pour la protéine VP2 inductrice d'anticorps séroneutralisants. A l’intérieur de chaque 
nucléotype, les séquences du gène L2 codant pour VP2 présentent moins de 35% de 
différences.  
La figure 6 présente la variabilité génétique et la proximité antigénique des 24 sérotypes. Les 
deux nouveaux sérotypes 25 et 26 découverts récemment et ne figurant pas sur le schéma ci-
dessous constituent respectivement les nucléotypes K et L. 
 
 
Figure 5: Structure du virus de la Bluetongue. 
(D’après www.fcoinfo.fr) 
http://www.fcoinfo.fr/spip.php?article326 
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Concernant les sérotypes 1 et 8 ayant sévi récemment en France métropolitaine, on constate 
que : 
- le virus de sérotype 8 apparaît relativement isolé des autres virus présents en Europe 
sur le plan antigénique. Il n’a de proximité antigénique importante qu’avec le sérotype 
18 appartenant au même nucléotype D. 
- le virus de sérotype 1 est seul dans son nucléotype H et ne présente que des réactions 
croisées faibles avec les virus de sérotypes 2 et 9. 
 
L’immunité croisée entre sérotypes distincts est donc nulle ou au mieux très partielle. Plus 
deux gènes sont proches, plus la protection croisée sera importante entre ces deux sérotypes. 
Des vaccins spécifiques pour chaque sérotype doivent donc être utilisés. De plus, la 
vaccination contre les sérotypes 1 et 8 ne permettra pas de conférer une immunité suffisante 
vis-à-vis des autres sérotypes. 
 
2.5. Cycle de réplication [Roy, 2001] 
 
Le virus se lie aux récepteurs cellulaires de l’hôte par l’intermédiaire des protéines 
VP2 à sa surface ce qui déclenche son internalisation. L’acidification de l’endosome induit la 
fusion de VP5 avec sa membrane, permettant ainsi la libération de la nucléocapside dans le 
cytoplasme. La réplication du virus à lieu dans le cytoplasme de la cellule, comme tous les 
Orbivirus. La transcription de l’ARN se déroule grâce à l’action de l’ARN polymérase VP1. 
Les ARNm sont ensuite coiffés par VP4, la guanyltransférase et méthylés. Ces ARNm 
quittent alors la particule virale par des pores situés aux sommets de la capside icosaédrique. 
Les corps d’inclusion viraux dans le cytoplasme de la cellule infectée sont le lieu 
d’assemblage des virions. Les dix segments d’ARN double brin y sont synthétisés. Cette 
synthèse s’effectue simultanément avec la formation des particules provirales. Une fois les 
particules virales assemblées, les virions sont alors transportés vers la périphérie de la cellule 
15
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Figure 6: Représentation de la variabilité génétique et la proximité 
antigénique des différents sérotypes du virus de la Bluetongue. 
(D’après Maan et al, 2007) 
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infectée puis leur sortie s’effectue grâce à NS3, soit par bourgeonnement (surtout chez les 
insectes) soit par création de pores membranaires (surtout chez les mammifères). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.6. Pathogénie et rappels immunologiques [Schwartz-Cornil et al., 2008] 
 
Après infection par piqûre d’une femelle Culicoide, le virus se réplique dans le nœud 
lymphatique adjacent puis diffuse par voie lymphatique et sanguine à l’ensemble des organes 
et tissus. Il infecte les cellules endothéliales vasculaires, les macrophages et les cellules 
dendritiques. L’infection des cellules endothéliales entraîne des thromboses vasculaires et des 
nécroses ischémiques à l’origine du tableau lésionnel (ulcérations buccales, nécrose 
musculaire, pétéchies…cf. paragraphe 2.7). Le virus peut s’associer aux globules rouges ce 
qui favorise la transmission aux diptères hématophages. Il est ainsi détectable dans le sang des 
ruminants jusqu’à 6 à 8 semaines après l’infection. L’ARN viral peut être toutefois détecté 
jusqu’à 160 voire 222 jours post-infection.  
De plus, l’infection des lymphocytes Tγδ par le virus permettrait le maintien du virus au 
niveau de la peau jusqu’à 9 semaines chez le mouton après l’inoculation. La réponse 
inflammatoire résultant des piqûres ultérieures des Culicoides recruterait et activerait ces 
lymphocytes au niveau de la peau, permettant un cycle viral plus important et favorisant la 
transmission aux vecteurs.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 7: Cycle viral du BTV. 
(D’après Roy, 2001 et Caruso Agathe, thèse vétérinaire, 2009) 
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2.6.1. Pathogénie cellulaire et immunité non spécifique [Schwartz-Cornil et al., 2008] 
 
Le virus induit une mort cellulaire (apoptose et/ou nécrose), notamment des cellules 
endothéliales, des monocytes, des lymphocytes Tγδ ainsi qu’un processus inflammatoire. 
Comme il a déjà été mentionné, le relargage des virions s’effectue surtout par 
perméabilisation de la membrane des cellules infectées chez les mammifères, ce qui peut 
expliquer les effets cytopathiques. 
 
L’infection des cellules endothéliales génère la production de cytokines (IL-1,6 et 8), de 
cyclooxygénase. Ces molécules sont des médiateurs de l’inflammation impliquées dans la 
pathogénèse de fièvres hémorragiques.  
L’infection des ovins et bovins entraîne également une augmentation plasmatique du rapport 
thromboxane/prostacycline. Le thromboxane est un puissant facteur procoagulant, la 
prostacycline au contraire, est vasodilatatrice et inhibitrice de l’agrégation plaquettaire. 
L’augmentation de ce rapport augmente la coagulation et des CIVD peuvent être observées. 
De plus, ce ratio est significativement augmenté chez les ovins par rapport aux bovins ce qui 
pourrait expliquer la plus faible expression des signes cliniques chez les bovins. 
 
L’infection par le BTV entraîne également la synthèse d’interférons de type 1. Ceci a été 
démontré expérimentalement chez des souris, des moutons et des bovins. Les interférons 
limiteraient la dissémination du virus dans le corps [MacLachlan, 1994] en rendant les 
cellules infectées et les cellules voisines réfractaires à la multiplication virale (effet paracrine). 
Les IFN augmenteraient aussi l’induction de la réponse immunitaire spécifique. Ils ne sont 
plus détectables dans le sang au bout de quelques jours après l’inoculation alors que la 
virémie persiste. 
 
Figure 8: Schéma pathogénique du BTV chez les ruminants. 
(D’après Viville Jean-Sébastien, Thèse vétérinaire, 2010) 
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2.6.2. Immunité spécifique 
 
Des expériences de transfert d’anticorps et de lymphocytes T sur moutons ont permis 
de démontrer que l’immunité hétérotypique est d’origine cellulaire et implique les cellules 
LTc, alors que la réponse homotypique est d’origine humorale [Schwartz-Cornil et al., 2008]. 
 
L’idéal serait ainsi d’élaborer un vaccin induisant une réponse humorale et une 
réponse cytotoxique pour obtenir une protection efficace et de longue durée. C’est pourquoi, 
dans la partie expérimentale, nous nous sommes intéressés à mettre en évidence une réponse à 
la fois à médiation humorale et à médiation cellulaire. 
 
a. Réponse immunitaire à médiation cellulaire 
 
Dès les 6ème - 8ème jours post-infection, un nombre important de lymphocytes T CD8+ 
est présent dans les nœuds lymphatiques drainant la région d’inoculation. Leur nombre 
maximal dans le sang est atteint au 14ème jour [MacLachlan, 1994].  
Leur participation à la protection a été démontrée par le transfert de LTc spécifiques du BTV 
à des moutons, ce qui leur a conféré une immunité partielle [Schwartz-Cornil et al., 2008]. 
Sur souris, des analyses de la réponse en LTc ont montré que les principales sources de 
reconnaissance des LTc sont les protéines non structurales, suivies de VP3 puis VP7, VP2 et 
VP5. Les protéines VP2 et VP5 ne sont pas reconnues par des LTc hétérotypiques. 
Chez les ovins, des LTc spécifiques du BTV ont été décrits et la protection qu’ils engendrent 
est efficace contre des souches homologues et hétérologues. Des essais avec des vaccins 
recombinants ont montré que les protéines immunogènes pour les LTc sont VP2 et NS1 chez 
le mouton : les LTc spécifiques de VP2 n’apportent pas de réaction croisée, contrairement aux 
LTc NS1-spécifiques [Andrew et al., 1995]. 
 
b. Réponse immunitaire à médiation humorale [Schwartz-Cornil et al., 2008] 
 
Rappelons que VP2 et VP5 sont les seules protéines virales à l’origine de la 
production d’anticorps neutralisants. 
Des moutons ayant été inoculés avec VP2 ont produit des anticorps neutralisants et étaient 
résistants face à une épreuve virulente avec le sérotype homologue [Huismans et al., 1987 ; 
Roy et al., 1990]. 
La présence de VP2 et VP5 est à l’origine d’une meilleure synthèse d’anticorps neutralisants 
comparé à la présence seule de VP2 chez les ovins dans un système d’expression baculovirus 
[Roy et al., 1990 ; Roy et al., 1994]. L’addition d’autres protéines virales (structurales ou 
non) n’augmente pas cette réponse humorale. VP5 améliorerait la neutralisation du BTV en 
interagissant avec VP2 et en modifiant sa conformation [Roy et al., 1990]. 
 
Cependant, dans une étude de 1997 [Lobato et al., 1997], il n’a pas pu être démontré 
que l’addition de VP5 à la protéine VP2 dans des vecteurs poxviraux améliorait chez les ovins 
la production d’anticorps neutralisants et la protection des moutons contre une inoculation 
d’épreuve. La protection était meilleure pour le groupe immunisé avec VP2 seule. 
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De même, la construction d’un vecteur myxomateux SG33 exprimant VP2 seule a conféré 
une meilleure protection chez des ovins que la construction coexprimant VP2 et VP5, 
différence pouvant être due à un défaut d’expression de VP2 pour la construction VP2/VP5. 
[Top et al., 2012]. 
  
Des anticorps non neutralisants sont aussi synthétisés contre diverses protéines virales, 
notamment contre VP7, l’antigène de groupe du BTV, qui servent de marqueur pour les tests 
de dépistage par ELISA de la FCO [MacLachlan, 1994]. 
 
c. Immunité du fœtus 
 
La compétence immunologique vis-à-vis du BTV (ovins et bovins) est acquise dès la 
moitié de la gestation. Les fœtus peuvent produire des anticorps et des interférons 
[MacLachlan, 1994]. Ainsi, les conséquences d’une infection d’une femelle gravide diffèrent 
selon le stade de gestation [Maclachlan et Osburn, 2008]. 
Si l’infection se produit lors de la première moitié de gestation, des avortements et des 
malformations congénitales non compatibles avec la vie de l’animal sont constatés. 
Si elle a lieu en seconde moitié de gestation, il n’apparaît pas de malformations sévères et les 
animaux peuvent naître virémiques.  
 
2.7. Symptômes et lésions de la maladie [Site internet FCO-Info] 
 
Classiquement, seuls les ovins présentent des signes cliniques. Les bovins, caprins et 
autres ruminants sauvages n’expriment que très rarement la maladie. Ce point de vue a évolué 
depuis l’arrivée du sérotype 8 en Europe du Nord en 2006… En effet, ce sérotype a entraîné 
d’importants signes cliniques chez les bovins de 2006 à 2009. 
L’expression clinique varie selon différents facteurs : l’espèce concernée comme nous venons 
de l’évoquer, le sérotype en cause et la virulence de la souche, la dose infectante, l’immunité 
de l’animal… 
 
2.7.1. Chez les ovins 
 
Les manifestations cliniques sont multiples, pouvant varier d’une infection subclinique 
à aiguë et mortelle.  
Habituellement, la virémie est détectable 3 à 5 jours après l’inoculation [Schwartz-Cornil et 
al., 2008]. 
Des signes généraux sont observables : hyperthermie marquée, abattement, tachypnée, 
anorexie, baisse de la production laitière. Des signes congestifs tels que des oedèmes 
généralisés (face, cou, scrotum, vulve, mamelle…) et des signes hémorragiques (pétéchies ou 
hémorragies sur la mamelle, le mufle, les naseaux, la langue) sont rapportés. Des ulcères sur 
les muqueuses nasales et orales sont également constatés. Enfin, un jetage nasal, une 
exophtalmie, une conjonctivite bilatérale, du ptyalisme peuvent être constatés. Des raideurs 
musculaires, des boiteries apparaissent également dues à l’atteinte du bourrelet coronaire 
(œdème, inflammation). 
 39 
 
Des avortements, de la mortinatalité, des naissances prématurées, de l’infertilité provisoire 
des mâles [Kirschvink et al., 2009] ayant pour conséquence un étalement des mises-bas sont 
décrits. L’impact naturel de l’infection au sérotype 8 a été étudié sur un troupeau de 300 
brebis en Belgique [Saegerman et al., 2011]. Les conséquences de l’infection sur les 
performances de reproduction d’un troupeau naïf se sont révélées être considérables, s’élevant 
jusqu’à 25% d’avortements et diminuant le taux de fertilité de 50%. 
Des maladies intercurrentes peuvent aussi apparaître. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.7.2. Chez les bovins 
 
Lorsque l’expression de l’infection est clinique, les signes sont similaires à ceux 
observés chez les ovins. 
Les signes généraux constatés sont : une hyperthermie moins marquée que les ovins, de 
l’abattement, un aspect voussé, des difficultés respiratoires éventuelles, une baisse de la 
production laitière… Les lésions de la face prédominent : congestion, pétéchies, érosion, 
jetage nasal, ptyalisme, larmoiement… 
Les conséquences sur la reproduction sont variables : avortements, naissances prématurées, 
mortinatalité, malformations sur les fœtus ou nouveaux-nés (hydrocéphalie, cécité…). 
 
Photo 2: Ptyalisme signant la présence de 
lésions buccales. 
(Photo J.M. Gourreau) 
http://agriculture.gouv.fr/IMG/pdf/vademecum1.pdf 
Photo 3: Volumineux oedème sous glossien. 
(Photo J.M. Gourreau) 
http://agriculture.gouv.fr/IMG/pdf/vademecum1.pdf 
Photo 6: Gros ulcère sur la face interne de la 
lèvre supérieure; hémorragies périphériques. 
(Photo J.M. Gourreau) 
http://agriculture.gouv.fr/IMG/pdf/vademecum1.pdf 
 
Photo 4: Ulcère étendu du bourrelet 
coronaire, pétéchies dans la corne. 
(Photo J.M. Gourreau) 
http://agriculture.gouv.fr/IMG/pdf/vademecum1.pdf 
 
Photo 5: Congestion du nez, érosions et fissures 
de la peau, croûtes cicatricielles. 
(Photo J.M. Gourreau) 
http://agriculture.gouv.fr/IMG/pdf/vademecum1.pdf 
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2.7.3. Chez les caprins : 
 
Chez les caprins, l’infection est fugace, le nombre d’animaux présentant des signes 
cliniques au sein d’un même élevage est très restreint. La mort ne survient que très rarement. 
On observe surtout des symptômes généraux avec abattement, anorexie, hyperthermie, des 
atteintes de la face (larmoiement, œdème, ptyalisme, jetage nasal…) et une baisse de la 
production laitière.  
 
Il est donc aisé de comprendre, au vu des manifestations de la maladie, que les pertes 
économiques sont très importantes : 
- Pertes directes : mortalité, avortements, mortinatalité, infertilité, baisse de la 
production laitière, déclassement des carcasses, mauvaise qualité de la laine…  
- Pertes indirectes : restriction au commerce des animaux, de leur semence ou des 
embryons 
 
2.7.4. Les lésions : 
 
Les lésions sont, en général, observables uniquement chez les ovins. On retrouve de 
l’œdème et une hyperémie dans la plupart des tissus (sous-cutanés, tractus digestif, tractus 
uro-génital, poumons, muscles…). Une congestion et des pétéchies peuvent être observables 
au niveau du bourrelet et de la couronne de l’onglon. Des hémorragies de la paroi artérielle à 
Photo 7: Erythème péri oculaire 
associé à une congestion des 
muqueuses. 
(D’après Bosquet G.,2007) 
Photo 8: Ulcérations du museau. 
(D’après Bosquet G., 2007) 
Photo 9: Ulcères de la cavité buccale. 
(D’après Bosquet G., 2007) 
Photo 10: Lésions ulcératives sur les trayons. 
(D’après Bosquet G., 2007) 
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la base de l’artère pulmonaire constituent une lésion considérée comme pathognomonique 
[Ministère de l’agriculture].  
 
2.8. Diagnostic 
 
2.8.1. Epidémio-clinique 
 
Il repose sur les signes cliniques évoqués précédemment, sur la situation 
épidémiologique en cours, sur les lésions observées à l’autopsie. 
 
2.8.2. De laboratoire [Albina et al., 2007 ; Sailleau et al., 2011]  
 
Le diagnostic de laboratoire est la plupart du temps indispensable pour confirmer le 
diagnostic clinique. Il est de plus nécessaire afin d’identifier le sérotype incriminé. Le 
diagnostic consiste à mettre en évidence le virus ou son génome. 
 
a. Diagnostic virologique 
 
Pour cela, il faut prélever environ 5mL de sang sur tube EDTA pendant la phase de 
virémie c’est-à-dire pendant la phase d’hyperthermie. Sur cadavre, des fragments de rate, 
nœuds lymphatiques, cœur peuvent être prélevés. 
Après passage sur œufs embryonnés puis en culture cellulaire, le virus pourra être isolé. Le 
typage s’effectue par neutralisation à l’aide des 24 (26 à présent) sérums hyperimmuns 
spécifiques de chaque sérotype. Cette technique fournit un résultat en environ 15 jours. Cet 
isolement est difficile. De plus, il s’avère que l’ARN du virus demeure dans le sang plus 
longtemps que le virus infectant [Darpel et al., 2007]. Une autre technique plus rapide, de 
haute spécificité et grande sensibilité est la RT-PCR. Le résultat est obtenu en 24 à 48 heures. 
La RT-PCR en temps réel permet la quantification du génome.  
 
b. Diagnostic sérologique 
 
Les anticorps sériques sont détectés par diverses méthodes à partir de sang récolté sur 
tube sec après 15 jours d’évolution symptomatique environ: l’immunodiffusion en gélose et 
l’Elisa de compétition qui sont deux techniques recommandées par l’OIE (Organisation 
mondiale de la santé animale). Ces deux techniques permettent un diagnostic de groupe 
puisqu’elles reposent sur la détection de VP7. La neutralisation virale sur culture cellulaire est 
utilisée pour identifier le sérotype en cause ou contre lequel l’animal est immunisé. 
Cependant, du fait de réactions croisées précédemment évoquées, l’interprétation est délicate. 
 
L’étude de Darpel et ses collaborateurs [Darpel et al., 2007] a montré que le plateau en titre 
d’anticorps était atteint en 10 jours après infection expérimentale chez les ovins contre 18 
jours chez les veaux. La détection avait été réalisée par Elisa de compétition. 
 
A ce jour, aucun test sérologique ne permet de distinguer les animaux vaccinés des infectés. 
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Diagnostic Virologique (virus)
Types d'analyses RT-PCR groupe
RT-PCR 
génotype
Isolement viral sur 
œufs embryonnés 
puis culture 
cellulaire
Elisa Séro-neutralisation
Période de diagnostic J+3 à 8 semaines
Diagnostic de groupe ou de type? Groupe Type
Goupe puis 
séortypage par 
neutralisation virale
Groupe Type
Délai de réponse 15 jours à 1 mois < 2 heures 6 jours
Virologique (génome) Sérologique
A partir de J+6 à J+10J+2 à 6 mois
24 heures
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.9. Prophylaxie 
 
2.9.1. Sanitaire 
 
En France, il s’agit d’une maladie réputée contagieuse. 
 
Des mesures sanitaires sont prises selon le statut de la zone. 
- En zone non infectée : des mesures de prévention par contrôle des mouvements des 
animaux, quarantaine, sérologies de contrôle sont mises en place. L’éradication de la 
maladie est réalisée via des dépistages sérologiques et abattage des animaux 
séropositifs. Des plans de surveillance entomologique par piégeage sont également 
organisés. 
- En zone infectée : la lutte sanitaire est fondée sur le contrôle du vecteur, l’isolement 
des animaux. L’abattage des animaux malades et infectés est parfois préconisé. 
 
2.9.2. Médicale : vaccination 
 
La vaccination est le moyen de lutte le plus efficace contre la FCO. Dès l’apparition en 
Corse en 2000 du sérotype 2, les services vétérinaires ont décidé de la mise en œuvre d’une 
prophylaxie médicale à l’aide d’un vaccin monovalent à virus atténué. Après deux campagnes 
de vaccination en 2000 et 2001, ce sérotype n’a plus été isolé. En 2003 et 2004, la Corse a 
subi de nouvelles épizooties au BTV-4 et BTV-16 et des campagnes similaires ont été menées 
avec des vaccins atténués. Cette vaccination a due être arrêtée en décembre 2004 du fait de 
l’apparition de signes cliniques évocateurs de la maladie chez des ovins suite à cette 
vaccination. La mauvaise atténuation semblait être en cause. Depuis 2004, les vaccins 
inactivés sont préconisés. 
Avec l’arrivée des sérotypes 1 et 8 en France en 2006, la vaccination a été rendue obligatoire 
au cours des campagnes de prophylaxie 2008-2009 et 2009-2010. Des vaccins monovalents 
inactivés étaient alors utilisés. Récemment, un vaccin bivalent contre les sérotypes 1 et 8 est 
arrivé sur le marché. 
 
Tableau 1 : Caractéristiques du diagnostic virologique et sérologique. 
(D’après Sailleau C. et al, 2011) 
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a. Les vaccins actuels [Savini et al., 2008 ; Schwartz-Cornil et al., 2008 ; 
Niedbalski, 2011] 
 
Les vaccins vivants atténués  
 
Ces vaccins ont l’avantage d’être peu coûteux et ont démontré leur efficacité à 
plusieurs reprises. Les vaccins atténués produits par Onderstepoort Biological Products en 
Afrique du Sud ont longtemps été utilisés pour protéger contre le BTV en Afrique du Sud et 
plus récemment en Corse, Iles Baléares et Italie. Cependant, comme nous venons de le citer, 
des accidents peuvent survenir si la souche n’est pas assez atténuée. De plus, ces vaccins ne 
s’inscrivent pas dans la stratégie DIVA. Ces vaccins ont donc été remplacés par des vaccins 
inactivés. L’Autorité européenne de sécurité des aliments (EFSA) recommande fortement 
l’utilisation de ces derniers. 
 
Les vaccins inactivés 
 
Ils induisent une immunité protectrice spécifique chez les espèces de ruminants cibles. 
Par contre, ces vaccins nécessitent plusieurs injections, sont plus coûteux à produire. Ils sont 
un très bon compromis entre sécurité d’usage et efficacité. Leur efficacité a déjà été 
démontrée sur le terrain avec leur usage pour les campagnes de vaccination obligatoires en 
France, ayant conduit à une diminution considérable du nombre de foyers. 
Ce sont des vaccins plutôt bien tolérés avec absence de signes induits. Certains ont tout de 
même été décrits après la vaccination (fièvre, faiblesse, œdème facial, cécité, ptyalisme, 
avortements, mort…) [González et al., 2010]. Quelques réactions locales ont également été 
rapportées. Des essais cliniques ont été réalisés afin de vérifier leur innocuité. Ces vaccins 
induisent de forts titres en anticorps neutralisants, confèrent une protection clinique et ils 
permettent de réduire voire annuler la virémie (détection par RT-PCR) après épreuve 
(protection virologique). 
 
Théoriquement, ces vaccins peuvent s’inscrire dans la stratégie DIVA mais actuellement, 
aucun n’offre pour le moment la possibilité de différencier les animaux vaccinés des infectés. 
Auparavant, seuls des vaccins monovalents existaient. Il était donc contraignant de suivre les 
protocoles pour des zones où plusieurs sérotypes existaient. Les animaux devaient recevoir 
deux injections de primovaccination puis deux autres quelques semaines après ce qui était 
contraignant. Des vaccins bivalents sont apparus assez récemment sur le marché. 
 
b. Vaccins émergents 
 
- Les Pseudoparticules virales ou VLPs « Virus-like particles » 
 
Ce sont des assemblages de protéines structurales, sans matériel génétique à 
l’intérieur. 
Des VLP formées par combinaison des protéines structurales majeures VP2, VP5, VP7 et 
VP3 ont été créées. Elles se sont montrées efficaces offrant une protection homologue et 
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hétérologue partielle dans des essais de laboratoire. Sachant que ces VLP ne contiennent pas 
de protéines non structurales, elles respectent la stratégie DIVA. L’absence de matériel 
génétique confère une sécurité d’emploi. Des études supplémentaires sont nécessaires afin 
d’évaluer leur stabilité, leur coût de production et leur efficacité. 
 
- Les vaccins recombinants 
 
Comme nous l’avons évoqué précédemment dans la partie I, ils présentent de 
nombreux intérêts mais il n’est pas si aisé de les réaliser... 
Le virus de la vaccine, les canarypox et les capripoxvirus ont déjà été testés : 
-  trois injections successives de vecteur vaccine exprimant les protéines VP2 ou VP2 
associée à VP5 du BTV-1 confère une protection chez des ovins [Lobato et al., 1997]. 
Cette approche n’a pas été poursuivie. 
-  un vecteur viral canarypox exprimant VP2 et VP5 du BTV-17 entraîne de forts titres 
en anticorps neutralisants et confère une protection élevée à l’épreuve virulente chez 
les ovins [Boone et al., 2007].  
-  un capripoxvirus exprimant VP2, VP7, NS1 et NS3 du BTV-2 inoculé en une seule 
injection confère une immunité partielle à des ovins [Perrin et al., 2007]. 
 
Comme déjà évoqué précédemment (cf. paragraphe 2.6.2.b.), des résultants intéressants ont 
également été obtenus en utilisant un recombinant poxviral myxomateux SG33 exprimant 
VP2 qui confère une protection efficace contre une épreuve homologue hypervirulente chez 
des moutons au BTV-8 [Top et al., 2012]. 
 
Quelques études se sont intéressées à la protéine VP7 qui, étant conservée entre les 24 
sérotypes, pourrait être à l’origine d’une protection hétérologue. Une étude a indiqué qu’un 
recombinant capripoxvirus exprimant la protéine VP7 conférait une protection partielle chez 
les ovins même s’il n’induisait pas d’anticorps neutralisants [Wade-Evans et al., 1996]. 
Cependant, des travaux plus récents basés sur la construction d’un poxvirus recombinant 
exprimant VP7 n’ont pas permis la protection clinique ni la prévention de la virémie chez les 
ovins (3 injections). De plus, ce recombinant n’induisait pas la synthèse d’anticorps 
neutralisants [Caruso Agathe, Thèse vétérinaire, 2009]. 
 
- Autres : vaccins à virus « défectueux » ou vaccins « disabled infectious single cycle » 
 
Ils sont basés sur la production de BTV à qui on a supprimé un ou plusieurs gènes 
essentiels à sa réplication.  
Une fois ces virus « défectueux » inoculés, ils agissent à deux niveaux. Ils sont des 
immunogènes directs (tout comme les autres vaccins). Ils vont également pénétrer dans les 
cellules et vont produire uniquement certaines protéines virales sans celles nécessaires à la 
réplication du virus. Ces vaccins s’inscrivent dans la stratégie DIVA. Seules quelques étapes 
de cette production de vaccins « défectueux » ont été réalisées pour le moment [Schwartz-
Cornil et al., 2008].  
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III. Les poxvirus, vecteurs vaccinaux de choix 
 
3.1. Classification 
 
La famille des Poxviridae est divisée en deux sous-familles : les Chordopoxvirinae, 
infectant les vertébrés, et les Entomopoxvirinae, virus des insectes. 
 
La sous-famille des Chordopoxvirinae est elle-même subdivisée en 9 genres. Les membres 
ont un spectre d’hôte étroit, lié à une espèce cible pour chacun des virus, à l’exception du 
virus de la vaccine et de quelques autres (cowpox, monkeypox…). Le virus myxomateux 
auquel nous nous attacherons plus particulièrement dans ce travail appartient donc au genre 
Leporipoxvirus. Il est à l’origine d’une maladie, la myxomatose, souvent mortelle chez le 
lapin de garenne ou lapin commun Oryctolagus cuniculus, chez lequel il apparaît des lésions 
cutanées appelées myxomes associées à une immunodépression. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.2. Structure 
 
Ces genres ont une morphologie semblable et sont génétiquement et antigéniquement 
proches. Etant donné que notre travail s’intéressera plus particulièrement au myxoma virus, 
nous l’utiliserons comme modèle pour évoquer la structure de cette famille (cf. figure 9). 
 
Les Poxviridae constituent une famille de virus caractérisée par une taille importante des 
particules virales (220 à 450nm de long,  140 à 260nm de largeur et d’épaisseur), du génome 
(de 135 à 375 kb) ainsi qu’un cycle viral entièrement cytoplasmique [King et al., 2011]. 
 
Le virus de la myxomatose est un gros virus d’environ 300x250x200 nm3 à symétrie 
sphérique. Il possède un core en forme d’altère qui contient le génome. Des corps latéraux 
Genre Espèce type
Orthopoxvirus Vaccinia virus  (virus de la vaccine)
Parapoxvirus Orf virus  (virus de l'ecthyma contagieux)
Avipoxvirus Fowlpox virus (virus de la variole aviaire)
Capripoxvirus Sheeppox virus  (virus de la clavelée)
Cervidpoxvirus Deerpox virus
Leporipoxvirus Myxoma virus  (virus de la myxomatose)
Suipoxvirus Swinepox virus  (virus de la variole porcine)
Molluscipoxvirus Molluscum contagiosum virus  (virus du molluscum contagiosum)
Yatapoxvirus Yaba monkey tumor virus  (virus de la tumeur Yaba du singe)
Tableau 2: Classification de la famille des Chordopoxvirinae. 
(D’après King A. et al, 2011) 
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amorphes sont observables, leur rôle et leur origine sont inconnus. Ces virus sont entourés 
d’une ou deux enveloppes selon la forme infectieuse. Deux formes infectieuses principales 
sont décrites : les formes intracellulaires matures IMV et les formes extracellulaires 
enveloppées EEV. Les formes IMV sont produites en plus grande quantité que les formes 
EEV [Moss, 2001]. Ces dernières possèdent une membrane externe supplémentaire, et sont 
issues d’une petite fraction des IMV ayant acquis une double enveloppe dérivée du Golgi ou 
des endosomes pour aboutir à des formes IEV (Virus intracellulaire enveloppé) à l’origine des 
CEV (Virus enveloppés associés aux cellules) et des EEV. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.3. Génome 
 
L’organisation générale du génome est la même pour tous les Poxviridae (cf. figure 
10). 
Il s’agit d’une molécule d’ADN bicaténaire, linéaire, entre 135 et 375 kb, qui se termine en 
épingle à cheveux à chacune de ses extrémités. On y distingue, en région centrale, les gènes 
essentiels pour le cycle viral. Ils y sont présents en un seul exemplaire. Aux régions 
terminales, on y distingue des gènes répétés (régions terminales répétées inversées RIT) 
codant essentiellement pour des facteurs de pathogénicité. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 9: Structure générale des Leporipoxvirus. 
(D’après Swiss Institute of Bioinformatics, 2008) 
http://viralzone.expasy.org/all_by_species/153.html 
Figure 10: Représentation schématique du génome des Poxvirus. Exemple 
du virus de la Vaccine. 
RIT : Répétitions inversées terminales. 
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Le génome de la souche SG33 du virus myxomateux utilisée dans la construction des 
recombinants ayant servi dans ce travail est constitué de 148,244 kb. Seules 1,045bp de la 
séquence droite RIT demeurent dans la séquence SG33. Cette délétion entraîne la disparition 
de plusieurs gènes codant pour des facteurs de pathogénicité (gènes M152R, M153R, M154R, 
M156R…) conduisant à une plus grande atténuation de la souche.  
Cette souche a été obtenue en 1977 par plusieurs passages sur cellules rénales de lapin ou sur 
cellules d’embryons de poulet à 33°C à partir d’un isolat obtenu d’un lapin sauvage mort dans 
les alentours de Toulouse en 1973 [Camus-Bouclainville et al., 2011]. 
 
3.4. Cycle viral 
 
Ce cycle dure entre 12 et 24 heures environ. 
 
3.4.1. Entrée du virus dans la cellule 
 
L’entrée de la forme IMV se ferait par fusion avec la membrane plasmique, faisant 
intervenir des intéractions peu spécifiques et spécifiques [Carter et al., 2005]. L’entrée des 
formes EEV est plus problématique mais il semblerait, pour le virus myxomateux, qu’il y ait 
parfois une rupture préalable de l’enveloppe et entrée en forme IMV. Les hypothèses 
d’endocytose et/ou phagocytose/ macropinocytose sont également conservées [Duteyrat et al., 
2006].  
 
3.4.2. Expression des gènes viraux 
 
L’expression des gènes est séquentielle. On distingue ainsi les gènes précoces, 
transcrits avant la réplication du génome viral, des gènes intermédiaires et des gènes tardifs. 
Les gènes précoces sont transcrits par l’ARN-polymérase ADN-dépendant virale, associée à 
des facteurs empaquetés dans le core viral. Ces gènes codent pour des protéines nécessaires à 
la réplication de l’ADN et à la transcription intermédiaire ainsi que pour des protéines à 
diverses fonctions impliquées dans les interactions avec la cellule hôte [Moss, 1996]. Il se 
produit alors la réplication de l’ADN et l’expression des gènes intermédiaires et tardifs. Ceci 
aboutit à la morphogénèse de virions. 
 
3.4.3. Assemblage – maturation – libération des virions 
 
L’assemblage des virions a lieu dans les virosomes (identifiables en microscopie 
électronique) où ils deviennent matures, donnant des IMV. Les IMV produits sont soit libérés 
lors de la lyse cellulaire, soit couverts d’une double enveloppe par le Golgi ou des endosomes 
(forme IEV) puis sont libérés par fusion avec la membrane plasmique donnant des CEV/EEV. 
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3.5. Utilisation des poxvirus en tant que vecteurs recombinants   
 
Le virus de la vaccine est le premier à avoir été envisagé comme vecteur vaccinal dans 
les années 80. Il demeure un vecteur très étudié à ce jour. Il a été montré que l’insertion et 
l’expression de gènes au sein du génome du virus de la vaccine étaient possibles, induisant 
une réponse immunitaire contre les gènes insérés [Drillien et al., 2003]. Depuis, de nombreux 
autres poxvirus sont à présent utilisés en tant que vecteur… 
 
3.5.1. Intérets/Atouts [Messud-Petit et Bertagnoli, 2000] 
 
L’utilisation des poxvirus en tant que vecteurs vaccinaux présente de nombreux avantages. 
Enveloppe
Core
ADN
ARNm polymérase
Facteurs de transcription
Enzyme de coiffage
Polymérase polyA
ARNm précoces
ARNm polymérase
Facteurs de transcription 
intermédiaires
ADN polymérase
Facteurs de croissance
Facteurs de pathogénicité
Facteurs nucléaires ?
ARNm intermédiaires
Facteurs de transcription 
tardifs
ARNm tardifs
Enzymes tardives
Protéines structurales
Facteurs de transcription 
précoces
1
2
3
4 5
6
7
8
9
10
11
12
13
Figure 11: Le cycle de réplication des Poxvirus. 
(D’après Moss, 2001) 
1 : attachement à la cellule 
2 : pénétration dans la cellule et libération du core dans le cytoplasme 
3 : transcription des gènes précoces 
4 : déshabillage du core 
5 : réplication de l’ADN et formation de concatémères 
6 : transcription des gènes intermédiaires 
7 : transcription des gènes tardifs 
8 : début de l’assemblage avec les premiers fragments de membrane 
9 : résolution des concatémères et incorporation d’ADN 
10 : maturation et formation des IMV 
11 : acquisition d’une double enveloppe (IEV) 
12 : migration vers la surface cellulaire à l’aide du cytosquelette 
13 : fusion avec la membrane cellulaire et formation des virus enveloppés associés à la cellule (CEV) et libération 
d’EEV 
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Tout d’abord, leur cycle de réplication est strictement cytoplasmique, réduisant les 
complications pouvant être liées à l’insertion d’ADN dans le génome des cellules hôtes. 
L’insertion de grandes quantités d’ADN étranger (plus de 25kb) dans leur génome est tolérée, 
ainsi que la délétion de gènes non essentiels. Etant donné que les poxvirus possèdent leur 
propre matériel nécessaire à la transcription, un gène mis sous la dépendance d’un promoteur 
poxviral sera transcrit au cours du cycle infectieux. Les modifications post-traductionnelles de 
la protéine recombinée sont très proches de celles de la protéine native, son activité est en 
général parfaitement conservée. 
Concernant les paramètres à prendre en compte pour toute production de vaccins, le coût de 
production est faible. De plus, étant donné qu’il s’agit de vaccins vivants, la dose protectrice  
minimale est réduite. Les poxvirus sont également assez stables, ils supportent la congélation, 
la lyophilisation et la réhydratation sans perte importante du pouvoir infectieux. De plus, ils 
sont faciles à administrer : par voie intradermique ou par voie orale pour certains. 
Enfin, ces vaccins recombinants sont intégrés dans la stratégie DIVA en vaccination 
vétérinaire. 
 
3.5.2. Limites  [Messud-Petit et Bertagnoli, 2000] 
 
Les poxvirus utilisés pour la vaccination sont des virus vivants, ils détruisent à terme 
les cellules qu’ils infectent. 
Cependant, le problème majeur demeure la pathogénicité résiduelle. Les facteurs de 
pathogénicité doivent donc être parfaitement maîtrisés et des souches totalement apathogènes 
ou des poxvirus à spectre d’hôte étroit doivent être préférentiellement utilisés. 
De plus, il existe des similitudes antigéniques entre différents virus de la famille des poxvirus, 
ce qui peut poser problème si une immunité vis-à-vis du vecteur préexiste. 
 
Compte tenu des nombreux avantages que cette famille présente en tant que vecteurs 
vaccinaux, l’utilisation des poxvirus se poursuit dans de nombreuses études. 
 
3.5.3. Quelques exemples en médecine vétérinaire 
 
a. Les Orthopoxvirus 
 
Le virus de la vaccine est le premier vecteur poxviral vaccinal à avoir été utilisé. Par 
exemple, il a été utilisé dans la lutte contre la rage en Europe. L’utilisation du VACV 
exprimant la glycoprotéine G, un antigène de surface du virus rabique, a permis la vaccination 
orale des renards d’Europe (Raboral ® de Mérial). 
De même, nous avons déjà vu que ce vecteur a été utilisé par exemple pour la recherche 
contre la FCO [Lobato et al., 1997].  
 
b. Les Avipoxvirus 
 
Ces vecteurs, dont les oiseaux sont les espèces cibles, ont montré leur efficacité chez 
ces espèces (vaccins contre Newcastle disease, la laryngotrachéite infectieuse chez les 
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poulets… commercialisés par Biomune aux Etats-Unis sous le nom de gamme Vectormune ® 
FP) ainsi que chez les mammifères. 
Un Canarypox recombinant exprimant des protéines du virus de la leucose féline est 
actuellement sur le marché pour la vaccination des chats (Purevax FeLV ®). Ces vecteurs 
sont également utilisés pour vacciner les chevaux contre la grippe équine (ProteqFlu ®). 
D’autres vaccins vétérinaires déjà commercialisés aux Etats-Unis par Mérial sont basés sur le 
vecteur Canarypox (contre la rage du chat : Purevax Feline Rabies®, contre la maladie de 
Carré de la gamme Recombitek ®). 
Comme nous l’avons précédemment évoqué, un vecteur viral canarypox exprimant VP2 et 
VP5 du BTV-17 a été élaboré par l’équipe de Boone [Boone et al., 2007].  
 
c. Les Capripoxvirus 
 
De nombreuses études ont porté sur les Capripoxvirus en tant que recombinants dans 
le but d’élaborer des vaccins contre la peste des petits ruminants, la Fièvre de la vallée du 
Rift, maladies largement présentes en Afrique  [Brun et al., 2008].  
Ils sont également utilisés dans la recherche contre la FCO comme nous l’avions déjà fait 
remarquer [Wade-Evans et al., 1996 ; Perrin et al., 2007]. 
 
3.5.4. Le Myxoma virus : un poxvirus vecteur prometteur  
 
Le virus myxomateux a tout d’abord été envisagé comme vecteur chez l’hôte naturel. 
La vaccination des lapins avec un virus myxomateux SG33 vivant exprimant la protéine de 
capside VP60 du virus de la maladie hémorragique du lapin (MHD) offre une double 
protection par une seule injection par voie intradermique [Bertagnoli et al., 1996]. 
 
Ce vecteur est également utilisé chez d’autres espèces. Un essai concluant de vaccination a été 
réalisé chez le chat contre la calicivirose féline en utilisant un virus myxomateux atténué 
exprimant la protéine de capside du virus de la calicivirose féline [McCabe et al., 2002]. 
 
L’équipe de l’UMR 1225 INRA-ENVT Intéractions Hôtes-Virus en Vaccinologie (IHVV) 
s’intéresse depuis plusieurs années à l’utilisation de vecteurs Myxoma virus chez les 
ruminants. 
 
L’infection de moutons par un recombinant SG33 exprimant la protéine VP60 du virus de la 
maladie hémorragique du lapin a entraîné la production d’anticorps contre la VP60 et contre 
le vecteur [Pignolet et al., 2008]. Cinq recombinants ont alors été construits, exprimant 
diverses protéines du BTV-2 (SG33-VP7, SG33-VP2, SG33-NS1, SG33-NS2 et SG33-NS3) 
et furent injectés à des moutons. L’expression des protéines VP2 et NS3 n’avait pas pu être 
démontrée à l’époque faute de moyens. Cependant, une réponse importante en anticorps anti-
VP7 avait pu être mise en évidence mais aucune protection clinique n’avait été obtenue après 
épreuve de virulence homologue [Pignolet Béatrice, Thèse de doctorat, 2007]. Cette étude a 
été poursuivie, ce recombinant SG33-VP7 a de nouveau été utilisé pour immuniser des 
moutons avec un protocole plus lourd de 3 injections, et une épreuve hétérologue avec le 
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BTV-8 a été réalisée. Une forte réponse humorale en anticorps anti-VP7 ainsi que l’induction 
d’une réponse cellulaire CD4+ a été mise en évidence. Cependant, aucune réponse en 
anticorps neutralisants n’a été mise en évidence. Aucune protection homologue ou 
hétérologue n’était conférée  [Caruso Agathe, Thèse vétérinaire, 2009]. Ces études ont alors 
été poursuivies avec les antigènes VP2 et VP5. Il a été montré qu’un vecteur recombinant 
SG33-VP2 entraînait la formation d’anticorps neutralisants et une bonne protection clinique 
chez les moutons [Top et al., 2012]. 
 
Tous ces travaux démontrent que le virux myxomateux est un vecteur prometteur. 
Classiquement, les gènes y sont insérés dans des zones intergéniques ou dans des zones 
contenant un ou des gènes non essentiels à la réplication virale (TK, MGF, M11L…). Il existe 
une nouvelle approche plus récente consistant à faire exprimer au vecteur la protéine chimère 
directement sur sa surface. Cette technique a été utilisée en vue d’améliorer le vecteur 
myxomateux par l’UMR 1225 (comme évoqué en introduction) et est utilisée dans ce travail. 
C’est donc l’occasion de faire un état des lieux actuel sur l’utilisation de cette technique dans 
le monde de la recherche. 
 
IV.  Etat des lieux actuel sur l’utilisation en recherche de la 
stratégie de fusion avec expression de la protéine d’intérêt 
sur l’enveloppe de la particule virale 
 
La majorité des vaccins fondés sur des vecteurs poxviraux produisent des antigènes 
cytoplasmiques, qui sont excrétés ou exprimés à la surface des cellules infectées. La technique 
de fusion de protéines permettant l’expression de l’antigène directement sur la particule virale 
apparaît prometteuse et est utilisée dans diverses études en vaccinologie. Le but est d’obtenir 
des virions chimères hautement immunogènes. Cette méthode ne doit bien évidemment pas 
altérer la pénétration des virions dans les cellules hôtes ainsi que leur production.  
 
A ce jour, très peu d’études utilisant cette technique et fondées sur l’utilisation des poxvirus 
ont été publiées. Actuellement, des chercheurs travaillant sur des maladies mortelles de 
l’homme telles que le sida, le virus Ebola, la peste, l’anthrax… se tournent vers cette 
technique afin de tenter d’élaborer des vaccins efficaces.  
 
4.1. Utilisation des poxvirus en tant que vecteur chimère 
 
4.1.1. Antigène du HIV- Human immunodeficiency virus 
 
Cette technique a notamment été utilisée dans le domaine de la recherche contre le sida. 
 
Les souches atténuées IHD et WR du virus de la vaccine ont été utilisées dans un 
premier temps. Initialement, il a été démontré qu’il était possible d’adresser une glycoprotéine 
chimère du virus du HIV type 1 dans l’enveloppe externe de la forme EEV en créant des 
recombinants.  
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Pour cela, des recombinants portant un gène chimère codant pour le domaine extracellulaire 
de la protéine d’enveloppe du HIV type 1, fusionné avec les domaines cytoplasmique et 
transmembranaire de la protéine B5R du virus de la vaccine ont été élaborés. Il a été prouvé 
que des signaux responsables de l’adressage vers l’enveloppe de la forme EEV existent dans 
les domaines cytoplasmiques et transmembranaires de la protéine B5R et que, de plus, ces 
domaines sont suffisants pour l’adressage. Cette protéine B5R est donc très intéressante.  
Ainsi, les virus chimères portent sur leur enveloppe externe une protéine chimère composée 
du domaine extracellulaire de la protéine d’enveloppe du HIV et des domaines cytoplasmique 
et transmembranaire de B5R [Katz et al., 1997]. 
De plus, l’immunogénicité de ces protéines fusionnées dépend de leur construction. En effet, 
la protéine fusionnée contenant le domaine extracellulaire de la protéine d’enveloppe du HIV 
entraîne un taux plus élevé d’anticorps spécifiques au HIV que la protéine fusionnée avec 
l’intégralité de la glycoprotéine d’enveloppe chez des lapins et souris [Katz et Moss, 1997]. 
Ces études ont été poursuivies en utilisant la souche Ankara (MVA) [Barchichat et Katz, 
2002], souche hautement atténuée du virus de la vaccine après 585 passages sur culture de 
fibroblastes d’embryon de poulets, et présentant moins de risque à l’usage que la souche WR. 
Le recombinant MVA/B5R a été élaboré sur le même schéma de construction que 
précédemment. Ce virus chimère exprime cette protéine fusionnée dans les cellules infectées  
testées : fibroblastes d’embryon de poulet ainsi que dans des cellules Vero rénales du singe 
vert d’Afrique BS C 1 (mais expression plus faible dans ces dernières). Des lapins ont été 
immunisés par ce recombinant MVA/B5R et il a été démontré que ce recombinant induit des 
titres élevés en anticorps contre la protéine d’enveloppe du HIV chez le lapin en plus 
d’anticorps neutralisants contre le poxvirus. 
Cependant, ces études n’ont pas porté sur la réponse cellulaire. 
 
Une étude plus récente de 2004 démontre que la réponse cellulaire chez des souris est 
également augmentée lorsque l’antigène est présent directement dans l’enveloppe des formes 
EEV comparé à un recombinant n’intégrant pas l’antigène dans l’enveloppe des EEV [Kwak 
et al., 2004]. Pour cela, un recombinant utilisant la souche IHD du virus de la vaccine et 
remplaçant la partie cytoplasmique de la protéine B5R par la séquence HIV- Gag a été créé. Il 
a été démontré au préalable que les formes EEV sont formées même en l’absence de la partie 
cytoplasmique de B5R. 
 
4.1.2. Antigène du virus Ebola 
 
Une équipe de chercheurs de l’Unité de virologie de l’Institut de Recherche 
Biomédicale des Armées de La Tronche (France) en partenariat avec l’Institut de Génétique et 
de Biologie Moléculaire et Cellulaire /Inserm U964 à Illkirch (France) utilise également cette 
technique de fusion avec une protéine virale dans le domaine de la lutte contre le virus Ebola, 
virus appartenant à la famille des Filoviridae, responsable de fièvres hémorragiques sévères 
mortelles chez l’homme. Pour l’instant, aucune publication n’y est associée (Journées 
francophones de virologie à Paris 2010). La seule protéine présente à la surface du virus 
Ebola est la glycoprotéine GP et celle-ci semble être une cible idéale pour le système 
immunitaire. Par conséquent, le gène de cette protéine est utilisé dans le cas présent. Il est 
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fusionné avec les domaines transmembranaire et intracellulaire de la protéine B5R de la 
souche Lister du virus de la vaccine. Actuellement, il a été montré que cette protéine est bien 
exprimée par le vecteur. Les étapes de sélection des vecteurs sont en cours [Dimier et al., 
2010]. 
 
4.1.3. Antigène de Yersinia pestis (Peste)  [Embry et al., 2011] 
 
Historiquement, cette maladie a été responsable de pandémies tuant de 50 à 100 
millions de personnes dans le monde. Elle entraîne une forme pulmonaire ou bubonique 
principalement. Actuellement, aucun vaccin n’est réellement efficace. Le seul commercialisé 
dans certains pays mais à usage restreint est basé sur la réponse humorale. Cependant, il est 
apparu que la réponse cellulaire contribue également à la protection et il a donc paru 
nécessaire d’élaborer de nouveaux vaccins. Ce d’autant plus que Yersinia pestis représente 
une menace bioterroriste. 
Dans le cas présent, la souche ACAM2000 du virus de la vaccine a été utilisée de sorte 
qu’elle exprime l’antigène LcrV, fusionné à sa partie C-terminale avec le domaine 
transmembranaire de la protéine D8 du VACV, cible majeure d’anticorps. L’originalité de 
cette méthode par rapport aux précédentes réside dans le fait que la protéine chimère soit 
exprimée à la surface des formes IMV et non pas EEV. Seule une petite fraction des virions 
produits après infection est sous forme EEV. Ainsi il apparait plus intéressant et efficace de 
placer l’antigène sur le plus grand nombre de virions, donc en l’occurrence sur les formes 
IMV. Dans cette étude, il s’est révélé que le recombinant décrit précédemment induit une 
réponse immunitaire humorale plus efficace que les autres recombinants n’exprimant pas 
l’antigène sur la particule virale. De plus, les deux autres recombinants confèrent une 
protection plus faible aux souris inoculées. La protection est évaluée par le pourcentage de 
survie. Dans ce cas, une seule injection du virus chimère confère une bonne protection.  
 
4.1.4. Antigène du virus Influenza aviaire et GFP (Green Fluorescent Protein) 
 
L’équipe UMR 1225 INRA-ENVT a élaboré des recombinants exprimant des 
protéines de fusion avec la GFP ou l’ectodomaine de la protéine M2 (M2e) du virus Influenza 
aviaire. 
L’ectodomaine M2e a été fusionné par sa partie amino-terminale avec M022L ou par sa partie 
carboxy-terminale avec M071L du virus myxomateux souche Toulouse 1 (recombinants T1-
N-M2e-M022L et T1-C-M2e-M071L). De la même façon, le recombinant T1-N-Gfp-M022L 
a été créé à partir de la protéine GFP. Ces recombinants ont été testés sur l’espèce cible du 
virus myxomateux servant de vecteur, le lapin, afin de tester l’effet pathogène du vecteur. Ils 
ont également été testés sur lapins, souris et moutons afin d’étudier la réponse immunitaire 
envers l’antigène. 
Le virus myxomateux n’a pas eu d’effet pathogène chez ces trois espèces, y compris chez les 
lapins. Une production d’anticorps anti-GFP ou anti-M2e selon l’immunisation a été observée 
chez les lapins. Les souris immunisées avec un recombinant exprimant M2e en fusion ont 
également produit des anticorps anti-M2e. Afin de vérifier si une réponse cellulaire est 
également induite par cette immunisation, un mouton a été inoculé par le virus T1-N-Gfp-
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M022L et une lymphoprolifération a été mise en évidence par comparaison à un mouton 
témoin [Bertagnoli et al., 2011]. 
 
4.2. Utilisation de vecteurs autres que poxviraux en tant que vecteur chimère 
 
Ainsi, les études utilisant les poxvirus en tant que vecteur exprimant des antigènes 
étrangers directement dans leur enveloppe sont assez peu nombreuses. De nombreux autres 
vecteurs, différents des poxvirus, sont utilisés à ces fins. 
 
4.2.1. Vecteur de la famille des Paramyxoviridae 
 
a. Vecteur virus de la maladie de Newcastle (NDV) contre l’herpesvirus bovin 
(BHV-1)  [Khattar et al., 2010] 
 
Une équipe travaillant sur l’élaboration d’un vaccin anti BHV-1 a fait appel à la technique de 
fusion qui, dans ce cas, n’a pas donné les résultats attendus. 
Le virus de l’herpesvirose bovine comporte 3 glycoprotéines majeures impliquées dans 
l’attachement et la pénétration de la cellule hôte. : gB, gC et gD. Ces trois protéines sont 
immunogènes et  gD est considérée comme la cible principale d’anticorps neutralisants et de 
lymphocytes T cytoxiques. Deux recombinants ont été élaborés à partir du virus de la maladie 
de Newcastle (NDV) souche LaSota: le premier exprimant la protéine gD du BVH-1 sans 
modification, l’autre exprimant une protéine gD chimère dont l’ectodomaine de gD est 
fusionné avec les domaines transmembranaire et cytoplasmique de la protéine F du NDV. 
Cette étude a montré que, contrairement aux études précédemment décrites, l’incorporation de 
la protéine gD chimère n’avait pas eu lieu de façon détectable sur le virion. De plus, le 
premier recombinant entraînait une meilleure réponse humorale chez les veaux que le 
recombinant utilisant la technique de fusion, après une seule inoculation intranasale ou 
intratrachéale. De plus, quelque soit le recombinant, aucun ne conférait une protection 
suffisante contre le BVH-1 par inoculation mucosale. 
Dans le cas présent, la technique de fusion ne s’est pas avérée la plus immunogène. 
 
b. Vecteur Parainfluenza contre le virus Ebola [Bukreyev et al., 2009] 
 
Un virus humain Parainfluenza de type 3 (HPIV3) a été utilisé comme vecteur pour 
des recherches contre le virus Ebola (EBOV). Bukreyev et ses collaborateurs ont réussi à 
créer un virus HPIV3, sans utiliser la technique de fusion, entièrement recouvert de la 
glycoprotéine GP de EBOV. Les protéines HN et F, les deux protéines d’enveloppe du virus 
Parainfluenza, avaient été délétées afin de trouver une alternative à l’immunité pré-existante 
chez les individus face au vecteur HPIV3. Ce virus atténué confère une protection contre une 
épreuve intrapéritonéale chez les cobayes ayant été immunisés auparavant par une seule 
inoculation intranasale. 
Par contre, au tout début de cette même étude, les chercheurs pensaient ne pas pouvoir obtenir 
suffisamment d’incorporation de cette GP dans le virion ou ne pas obtenir de GP 
fonctionnelle. Ils ont donc anticipé ces potentiels problèmes en créant un recombinant dans 
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lequel la partie cytoplasmique de GP était remplacée par la partie cytoplasmique de la 
protéine F, protéine du virus Parainfluenza impliquée dans la fusion membranaire avec la 
cellule infectée. Or, l’effet inverse s’est produit avec cette construction. Cette construction 
réduit, plutôt que n’accroit, la production du virus infectieux. Il n’a pas pu être amplifié 
suffisamment pour une étude supplémentaire.  Il se peut que la protéine chimère ait perdu sa 
conformation et sa fonctionnalité. 
 
4.2.2. Vecteur de la famille des Rhabdoviridae  
 
a. Vecteur du genre Lyssavirus 
 
- contre la fièvre charbonneuse (« anthrax »). 
 
Des virus recombinants exprimant une protéine de fusion entre la protéine de la 
nucléocapside du virus de la rage (extrémité C-terminale) et la GFP sont immunogènes contre 
GFP chez les souris (réponse humorale), contrairement aux autres recombinants qui avaient 
été élaborés sans la technique de fusion. Ainsi, l’immunogénicité envers l’antigène étranger 
est augmenté avec cette présentation. L’étude de l’équipe de Koser [Koser et al., 2004] a 
démontré que cette protéine chimère était exprimée et incorporée dans le complexe 
ribonucléoprotéique du virus de la rage ainsi que dans les virions. Cette étude a été poursuivie 
pour intégrer d’autres antigènes et tenter de développer d’autres vaccins. Ceci est le cas de 
recherches menées par Smith et ses collègues [Smith et al., 2006], dans le domaine de la 
vaccination contre la fièvre charbonneuse, aboutissant cette fois-ci à l’expression d’une 
protéine de fusion d’intérêt à la surface des cellules infectées ainsi qu’à la surface de 
l’enveloppe des virions. 
La fièvre charbonneuse ou anthrax est causée par la toxine produite par Bacillus anthracis 
composée de 3 protéines dont l’antigène protecteur PA. Ce dernier est responsable de la 
fixation sur les membranes des cellules en s’associant à un récepteur ubiquiste. Il est alors 
clivé en deux fragments dont PA63 qui reste lié au récepteur. PA63 sert alors de ligant pour 
les deux autres protéines formant la toxine (facteur œdématogène et facteur létal) de Bacillus 
anthracis. Il a été démontré que la fixation entre PA et les récepteurs cellulaires peut-être 
empêchée par des anticorps anti-PA. Plus précisément, le domaine 4 RBD (« receptor binding 
domain ») de PA (RBD – 140 acides aminés) contient des épitopes suffisants pour induire une 
réponse protectrice dans le modèle souris et rat et il a donc paru intéressant d’utiliser ce 
domaine.  
Plusieurs types de recombinants RV dont l’ectodomaine modifié de la glycoprotéine G était 
fusionné soit avec PA63 soit RBD ont donc été créés. Par infection de cellules avec une de 
ces chimères RV SPBN RBD-E51 (contenant 51 acides aminés de l’ectodomaine de G) (cf. 
figure 12) les cellules présentaient à leur surface la protéine chimère (mise en évidence par 
immunomarquage et Western blot) et cette protéine était correctement incorporée aux virions 
(mise en évidence de la présence de la protéine chimère dans les virions par Western Blot). 
Les souris immunisées par voie intra musculaire par des virus inactivés ou vivants RV SPBN-
RBD-E51 ont montré un fort titre d’anticorps contre B. anthracis PA. Une 
lymphoprolifération a également été observée. Une analyse supplémentaire titrant les 
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anticorps en fonction de la dose infectante a été réalisée. Des épreuves de challenge afin de 
vérifier la protection conférée par ces anticorps nécessitent des études supplémentaires. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Il s’avère que le virus de la rage est un virus très utilisé pour cette technique d’expression de 
l’antigène et d’autres équipes ont publié leurs travaux à ce sujet. 
 
- contre la toxine botulinique 
 
Un RV recombiné exprimant un fragment de la neurotoxine botulinique type A à été 
créé par l’équipe de Mustafa W et ses collègues [Mustafa et al., 2011]. Les toxines botuliques 
sont produites sous forme inactives et sont activées par clivage, par des protéases bactériennes 
ou des enzymes digestives, en deux chaînes : une chaîne lourde HC de 100 kDa et une chaîne 
légère LC de 50 kDa. La toxine HC contient le domaine de fixation au récepteur cellulaire et 
de translocation. La portion 50kDa de la neurotoxine botulique HC (HC50) est un excellent 
outil pour l’élaboration de vaccin car elle est une potentielle cible d’anticorps neutralisants 
empêchant l’entrée de la toxine dans les cellules. 
Sur le même principe de construction de recombinants RV utilisée dans l’étude de Smith et al  
[Smith et al., 2006], ces chercheurs ont construits plusieurs types de protéines de fusion dont 
l’ectodomaine (plus ou moins tronqué) de la glycoprotéine G RV était fusionné à HC50 de la 
toxine botulique type A. Toutes ces protéines de fusion étaient exprimées à la surface des 
cellules infectées mais la plus forte expression était obtenue avec le recombinant RV 
HC50/A-E30 (ectodomaine de la protéine codée de 30aa) (cf. figure 13). Il a été ensuite 
démontré que cette protéine HC50/A-E30 était correctement incorporée dans les virions par 
Western blot. L’immunisation de souris (primo injection puis rappel) par le vecteur inactivé 
RV-HC50/A-E30 sans adjuvant, a entrainé l’apparition d’anticorps neutralisant la toxine 
botulique circulante et conférant une protection aux souris contre 1000 fois la dose létale de la 
toxine botulique (100% de survie). La production d’anticorps neutralisants avait également 
été comparée dans les cas d’immunisation avec le vecteur inactivé sans adjuvant et avec 
adjuvant (phosphate d’aluminium) mais aucune différence n’avait été notée après le rappel.  
 
SP
SP
ED TM
TM
CD
CDED51RBD
RV G: glycoprotéine du virus de la rage
RV RBD-ED51
SP: peptide de signal
ED: ectodomaine
ED51: ectodomaine tronqué constitué de 51 acides aminés
TM: domaine transmembranaire
CD: domaine cytoplasmique
RBD: domaine 4 de PA (receptor binding protein)
Figure 12: Structure générale de la glycoprotéine G du virus de la rage et de la protéine de 
fusion RV RBD-ED51. 
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- contre le virus simien-humain de l’immunodéficience 
 
Un RV recombiné exprimant les ectodomaine et domaine transmembranaire de la 
protéine d’enveloppe du virus simien-humain de l’immunodéficience (SHIV)  fusionné au 
domaine cytoplasmique de la glycoprotéine G du RV a été élaboré, le gène d’origine codant 
pour la GP ayant été entièrement délété [McKenna et al., 2004]. Une épreuve d’immunisation 
réalisée sur un macaque rhesus (2 injections à une semaine d’intervalle par voies sous-
cutanée, intra-veineuse et intra-musculaire, 1 injection intraveineuse à la semaine 19) a 
montré une séroconversion à la fois contre la protéine d’enveloppe du HIV-1 et contre la 
nucléoprotéine du RV, une réponse cellulaire spécifique de la protéine d’enveloppe du 
SHIV et a conféré une protection chez ce macaque. Cette construction reprise de l’étude de 
l’équipe de Foley [Foley et al., 2002] avait le même tropisme in vitro que le HIV-1 et infectait 
les cellules humaines dendritiques, c’est pourquoi elle a été testée sur macaque. 
 
b. Vecteur du genre Vesiculovirus 
 
Des études similaires ont été publiées en utilisant le virus de la stomatite vésiculeuse 
(VSV). L’équipe de Schnell [Schnell et al., 1996] a montré, par microscopie électronique et 
par utilisation d’anticorps anti-Glycoprotéine VSV et anticorps anti-CD4, qu’il y a bien 
incorporation d’une protéine de fusion constituée des domaines cytoplasmique et 
transmembranaire de la glycoprotéine G du VSV et de l’ectodomaine de CD4 dans 
l’enveloppe des virions.  
Ces études ont été par la suite poursuivies [Schnell et al., 1998] en vue de préciser le rôle du 
domaine cytoplasmique de la glycoprotéine du VSV en créant des recombinants dont chaque 
domaine est alternativement remplacé par celui de CD4.  
Selon une étude de Owens et ses collaborateurs [Owens et Rose, 1993] qui utilise également 
des protéines de fusion avec des domaines de la protéine d’enveloppe du HIV-1 gp160 (HIV-
1 Env), le domaine cytoplasmique de la GP contiendrait des signaux spécifiques permettant 
l’assemblage et l’incorporation de protéines étrangères dans l’enveloppe des virions. 
Cependant, selon l’équipe de Schnell [Schnell et al., 1998], ces signaux ne seraient pas 
spécifiques et l’équipe de Owens n’aurait pas pris en compte qu’il existerait des signaux 
empêchant la localisation de la protéine env-HIV-1 sur les sites de bourgeonnement du VSV, 
SP
SP
ED TM
TM
CD
CDE30HC50
RV G: glycoprotéine du virus de la rage
RV HC50/A-E30
SP: peptide de signal
ED: ectodomaine
E30: fragment d’ectodomaine de 30 acides aminés
TM: domaine transmembranaire
CD: domaine cytoplasmique
HC50: portion  de 50kDa de la neurotoxine botulique HC 
Figure 13: Structure générale de la glycoprotéine G du virus de la rage et de la protéine de 
fusion HC50/A-E30. 
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ce qui erronerait les conclusions. Des intéractions non spécifiques entre le domaine 
cytoplasmique et la nucléocapside ou les protéines matrices (protéine M du VSV) 
permettraient le bourgeonnement. Remplacer le domaine transmembranaire et/ou 
cytoplasmique de GP par ceux/celui de CD4, ayant une séquence différente mais une 
longueur du domaine cytoplasmique similaire à celui de GP, ne modifierait pas 
l’incorporation et le bourgeonnement.  
 
Cette fois-ci dans le but d’améliorer l’immunogénicité d’un vecteur, une protéine de 
fusion entre la glycoprotéine G VSV dont le domaine cytoplasmique est tronqué (constitué 
d’un seul acide aminé) et l’hémagglutinine HA du virus influenza accolée au domaine 
cytoplasmique tronqué de G a été créé par l’équipe de Roberts [Roberts et al., 1999]. Avant 
l’élaboration de cette construction, il avait été constaté qu’un recombinant VSV exprimant 
HA dans une construction classique juxtaposant le gène HA au gène de G entraînait une 
pathogénicité due au vecteur lui-même chez des souris (perte de poids, baisse d’activité, 
baisse de toilettage). Le but était donc de construire un recombinant atténué aboutissant à une 
protection anti-HA chez les souris d’où la construction d’un recombinant exprimant la 
protéine de fusion chimère présentée ci-dessus. Cette dernière est incorporée dans le virus 
recombinant et une inoculation intranasale à des souris n’entraîne pas de signes cliniques. Ces 
souris présentent des anticorps anti-HA ainsi que des anticorps anti-glycoprotéine G VSV. 
Une injection d’influenza virus après immunisation des souris par ce recombinant abouttit à 
100% de survie et à l’absence de signes cliniques. La réponse cellulaire n’a pas été examinée 
dans cette étude. 
 
4.2.3. Vecteur de la famille des Orthomyxoviridae 
 
L’hémagglutinine HA du virus Influenza est une glycoprotéine antigénique de surface 
responsable de la fixation de la particule virale à la cellule cible. Il avait été démontré par 
Hatziioannou et ses collègues qu’il était possible d’intégrer à l’extrémité N terminale de HA 
(sous-type 7), sans affecter sa capacité de fusion, différents polypeptides jusqu’à 246 acides 
aminés et qu’ils étaient exprimés à la surface des cellules et dans les virions [Hatziioannou et 
al., 1999]. Sur ce même principe, une équipe de chercheur [Li et al., 2005] a fusionné, dans 
deux modèles différents, le domaine 1 LEF (90 acides aminés) de l’antigène protecteur PA de 
B. anthracis (responsable de l’attachement avec les facteurs létal et œdématogène formant la 
toxine) et le domaine 4 RBD (140 acides aminés) de PA (domaine d’attachement au récepteur 
cellulaire), à l’ectomaine de HA (sous-type 3). Ces deux domaines ont été insérés entre le 
signal peptidique SP de l’HA et le résidu glutamine à l’extrémité N terminale après clivage 
avec SP (cf. figure 14). Ces protéines chimères sont exprimées à la surface des cellules 
infectées et incorporées dans les particules virales. Cela n’a pas eu de répercussion néfaste sur 
l’infectivité et la réplication virale. L’immunisation de souris par une seule inoculation intra-
nasale de virus recombinants entraine la production d’anticorps anti-PA et anti-HA. 
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L’équipe de Langley [Langley et al., 2010] a utilisé les recombinants décrits pour 
l’étude de Li et ses collaborateurs [Li et al., 2005] (Influenza-RBD et Influenza LEF) et les 
recombinants de l’étude de Smith et ses collègues [Smith et al., 2006] (Rabies-RBD) (cf. 
figures 12 et 14). Des virus de la vaccine VV exprimant des protéines chimères HA/RBD ou 
HA/LEF ont également été utilisés (vecteur classique sans utilisation de la technique de fusion 
de protéine). Ces chercheurs ont utilisé différents protocoles d’immunisation de souris en 
utilisant soit une injection de rappel homologue au premier recombinant injecté soit 
hétérologue puis ont titré les anticorps anti-PA, anti-LEF, anti-RBD et les titres d’inhibition 
d’hémagglutination. Il est ressorti de cette étude que l’utilisation d’un vecteur vivant influenza 
par voie intranasale en première injection suivie d’un rappel par voie intramusculaire par le 
vecteur inactivé RV ou par le virus recombinant VV induit des titres en anticorps plus 
importants que tous les autres protocoles de vaccination (homologue ou autre type 
hétérologue). De plus, un test in vitro de neutralisation de toxine de l’anthrax à été réalisé à 
partir de certains sérums de souris immunisées auparavant. Dans plusieurs cas, une activité de 
neutralisation de la toxine a été constatée (test MTT sur macrophages). La neutralisation la 
plus importante constatée concernait les souris immunisées en primoinjecion par un vecteur 
Influenza-RBD et ayant reçu un rappel par le vecteur RV-RBD. Aucune neutralisation n’a été 
observée pour les souris ayant reçu une primoinjection du vecteur recombinant RV RBD. 
D’autres tests de neutralisation de toxine doivent être réalisés sur d’autres modèles animaux 
ainsi que des épreuves de challenge avec spore de B. anthracis. 
 
Toutes ces études ont pour but, d’une façon générale, d’améliorer l’immunogénicité du 
vecteur en faisant exprimer la protéine chimère de fusion sur la particule virale. Cette 
technique permet également bien souvent de comprendre ou de préciser des mécanismes du 
cycle viral, le rôle de certaines protéines, le rôle des différents domaines de protéines 
membranaires...  
Ce fut notamment le cas pour comprendre le rôle de la glycoprotéine G du virus de la rage et 
son importance pour l’incorporation de protéines dans l’enveloppe [Mebatsion et 
Conzelmann, 1996], pour montrer la nécessité de la présence de la glycoprotéine G du virus 
de la rage dans la mise en place d’une protection contre l’infection [Foley et al., 2000], pour 
préciser le rôle du domaine cytoplasmique de la glycoprotéine G du virus de la stomatite 
vésiculeuse comme évoqué déjà précédemment [Owens et Rose, 1993 ; Schnell et al., 
1998]…   
SP ED TM CD
SP TM CDRBD ED
SP TM CDLEF ED
Influenza HA
Influenza-RBD
Influenza-LEF
SP: peptide de signal
ED: ectodomaine
TM: domaine transmembranaire
CD: domaine cytoplasmique
RBD: domaine 4 de PA (receptor binding protein)
LEF: domaine 1’ de PA (lethal factor and oedema factor binding domain)
Figure 14: Structure générale de l'hémagglutinine HA du virus Influenza et 
des protéines de fusion Influenza-RBD et Influenza-LEF. 
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PARTIE II : PARTIE EXPERIMENTALE 
 
Comme nous l’avons évoqué en première partie, le virus myxomateux, souche 
atténuée SG33, est un virus ayant déjà fait ses preuves comme vecteur potentiel chez les 
ruminants. De nombreux travaux ayant porté leur intérêt sur la protéine VP2 pour la 
vaccination des ovins contre le BTV se sont montrés encourageants et la protéine VP2 nous a 
paru de ce fait un antigène particulièrement intéressant. De nombreuses études, aussi bien 
concernant les vecteurs poxviraux ou d’autres familles de vecteurs, ont témoigné de l’intérêt 
de faire exprimer une protéine chimère antigénique directement sur la particule virale afin 
d’améliorer le vecteur. Rappelons que l’équipe INRA-ENVT au sein de l’UMR Hôtes-Agents 
Pathogènes (IHAP) a identifié deux protéines d’enveloppe des Leporipoxvirus (M071L et 
M022L) qu’il est possible de fusionner avec un antigène d’intérêt sans que cela n’altère leurs 
fonctions.  
M071L est une protéine intégrée à la membrane des formes IMV qui constitue un antigène 
dominant. Elle est impliquée dans la maturation des particules virales. M022L est une 
protéine de l’enveloppe des formes EEV qui est impliquée dans la formation des membranes 
des IEV.  
L’équipe a démontré qu’en fusionnant une protéine étrangère à l’extrémité C-terminale de 
M071L, la protéine fusionnée est exprimée de façon équivalente à la protéine M071L 
d’origine, à la surface des formes IMV, sans altérer la morphogénèse virale. De la même 
manière, il est possible de fusionner une protéine à l’extrémité N-terminale de M022L sans 
altérer la fonction de cette protéine, ce qui permet d’exprimer cette protéine à la surface des 
virions EEV. 
Ainsi, deux virus recombinants VP2-M022 et M071-VP2 ont été créés (antérieurement à cette 
étude) et leur immunogénicité est évaluée chez des souris, par comparaison à un virus 
recombinant exprimant la protéine VP2 de façon plus classique. Cette immunogénicité est 
évaluée chez une espèce non cible de laboratoire (vecteur non réplicatif) pour des raisons de 
praticité et de coût puisque ces mêmes expériences sur moutons seraient beaucoup plus 
contraignantes. Ces deux virus recombinants ont déjà été testés dans un contexte réplicatif 
chez les lapins qui ont présenté une réponse humorale après immunisation (sérums positifs en 
immunofluorescence) (S. Bertagnoli, communication personnelle). 
 
I. Principe de construction des virus recombinants 
 
1.1. Principe de construction du virus recombiné myxomateux SG33 - VP2 (cf. 
figure 15) 
 
1.1.1.  Construction et structure des plasmides de transfert 
 
- Le gène de VP2 est cloné sous la dépendance du promoteur précoce-tardif p7.5 du VACV. 
- Parallèlement, les gènes M9L et M12L encadrant le site choisi pour l’insertion du transgène 
VP2 sont clonés. 
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- Après amplification par PCR du transgène et du promoteur p7.5, celui-ci est inséré entre les 
gènes M9L et M12L. 
- Enfin, la cassette de sélection Ecogpt (E. coli xanthine-guanine phosphoribosyltransférase) 
a été insérée dans le plasmide ainsi obtenu. 
 
1.1.2. Obtention et structure des virus recombinés 
 
Les virus recombinés sont obtenus après recombinaison homologue au cours d’une infection 
des cellules rénales de lapin (RK13) par le virus myxomateux SG33 et d’une transfection 
simultanée par le plasmide de transfert d’intérêt obtenu précédemment. 
Les virus recombinés sont identifiés à l’aide de la cassette de sélection Ecogpt. Ce gène de la 
guanosine phosphoribosyl transférase d’Escherichia coli code pour une résistance à l’acide 
mycophénolique (MPA) (inhibiteur du métabolisme des purines). On ajoute de l’acide 
mycophénolique bloquant la réplication des virus sauf si celui-ci exprime le gène Ecogpt et 
l’on ajoute dans le milieu de culture de la xanthine et de l’hypoxanthine. 
 
1.1.3.  Contrôle de l’expression des gènes étrangers insérés 
 
Afin de vérifier l’expression du transgène, un marquage immunologique avec des anticorps 
anti-VP2 a été réalisé sur cellules infectées.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 15: Principe de construction du virus recombiné myxomateux SG33 - VP2. 
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1.2. Principes de construction des virus recombinés myxomateux SG33 
M022L-VP2 et SG33 M071L-VP2 (cf. figures 16 et 17) 
 
1.2.1. Construction et structure des plasmides de transfert. 
 
a. Construction de M071L-VP2 
 
Le plasmide de transfert final pGEMT-M071L-VP2 est obtenu à partir de deux plasmides : 
pGA15-VP2sBTV8 (GeneArt) et pGEMT-M071L (INRA). 
Ces derniers sont clonés grâce à des bactéries compétentes DH-5alpha. 
Le plasmide pGEMT-M071L subit une double digestion par les enzymes de restriction Pst I 
puis Xho I. Une PCR est réalisée sur pGA-VP2. Les amorces utilisées ajoutent deux sites de 
restriction : Pst I et Xho I sur le gène codant pour la protéine VP2. 
Le plasmide final pGEMT-M071L-VP2 est alors obtenu par ligation de l’insert obtenu et du 
plasmide pGEMT-M071L. 
Les bactéries E.coli transformées sont ensuite criblées puis les différents clones sont 
séquencés afin de retenir le plasmide de transfert d’intérêt souhaité. 
 
b. Construction de VP2-M022L 
 
Sur le même principe, le plasmide de transfert final pGEMT-VP2-M022L est obtenu à partir 
des plasmides pGA15-VP2sBTV8 (GeneArt) et pGEMT-M022L (INRA). Le plasmide 
pGEMT-M022L subit une double digestion par les enzymes de restriction Nco I et EcoR I. 
Une PCR est réalisée sur le plasmide pGA-VP2 et les amorces utilisées ajoutent les sites de 
restriction Nco I et EcoR I sur le gène codant pour la protéine VP2. Le promoteur M022L est 
également ajouté à l’extrémité amino-terminale de VP2 car il avait été enlevé lors de la 
digestion. 
Le plasmide final pGEMT-M022L-VP2 est obtenu par ligation de l’insert et du plasmide 
pGEMT-M022L. 
 
La fusion du gène codant pour VP2 se fait en C-terminal de M071L et en N-terminal de 
M022L. 
 
1.2.2. Obtention et structure des virus recombinés 
 
Les virus recombinés sont obtenus et selectionnés selon les mêmes principes que la 
construction du recombinant VP2-SG33 décrits dans le paragraphe 1.1.2. 
 
1.2.3.  Contrôle de l’expression des gènes étrangers insérés 
 
Afin de vérifier l’expression des protéines fusionnées, un marquage immunologique avec des 
anticorps anti-VP2 a été réalisé sur cellules infectées.  
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II. Matériel et méthodes 
 
2.1. Protocole vaccinal 
 
2.1.1. Lots expérimentaux de souris 
 
Les souris utilisées sont de souche C57B femelles, âgées de 5 semaines à réception. 
Les souris sont réparties en 6 cages, 4 à 6 souris par cage 
- 1 cage témoin SG33 (6 souris) recevra 3 injections de 200µl de virus myxomateux 
(VM) SG33 en sous-cutané 
- 1 cage témoin BTV-8 (6 souris) recevra 3 injections de 200µl de BTV-8  en intra 
péritonéal 
- 2 cages (4 et 5 souris) recevront 3 injections de 200µl de VM VP2-M022L en sous-
cutané 
- 2 cages (5 et 5 souris) recevront 3 injections de 200µl de VM M071L-VP2 en sous-
cutané 
- 2 cages (4 et 5 souris) recevront 3 injections de 200µl de VM SG33-VP2 en sous-
cutané. 
Figure 17: Principe de construction du virus recombiné 
myxomateux SG33 M071L-VP2. Figure 17 : Principe de construction du virus recombiné 
myxomateux SG33 VP2-M022L. 
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Les virus myxomateux sont dilués à la concentration de 107 pfu/100µl (en DMEM sans sérum 
ni antibiotique). 
 
 
Cage 1 : 6 souris 
Lot SG33 
Cage 3: 4 souris 
VP2-M022L 
Cage 5: 5 souris 
M071L-VP2 
Cage 7 : 4 souris 
SG33-VP2 
Cage 2 : 6 souris 
Lot BTV-8 
Cage 4 : 5 souris 
VP2-M022L  
Cage 6 : 5 souris 
M071L-VP2 
Cage 8 : 5 souris 
SG33-VP2 
Tableau 3: Répartition des souris dans chaque cage. 
Ces cages sont réparties selon deux séries de souris qui seront soumises à deux protocoles 
différents. 
La série 1 est composée de :  
- 3 souris de la cage 1 
- 3 souris de la cage 2 
- la totalité des souris de la cage 3 
- la totalité des souris de la cage 5 
- la totalité des souris de la cage 7 
La série 2 est composée des souris restantes. 
Chaque souris a été identifiée par une couleur apposée sur la queue tout au long de 
l’expérience. 
 
Notation : Par la suite, chaque souris portera un numéro de la forme xy, x correspondant au 
numéro de la cage et y correspondant à sa couleur. 
 
2.1.2. Interventions 
 
Les virus sont inoculés à toutes les souris à J0, J30. La troisième injection est à J58 pour la 
série 1 ou J72 pour la série 2. Quatorze jours après la dernière injection, les souris sont 
anesthésiées et sacrifiées, leur rate est prélevée.  
 
Des prises de sang sous-maxillaire ou rétro-orbitaires sont effectuées à J0, J30, J51 pour 
toutes les souris. Les dernières prises de sang ont lieu le jour du sacrifice soit à J72 pour la 
série 1 et à J86 pour la série 2 (cf. figures 18 et 19). Le sang prélevé est centrifugé à 3000 
tours/min pendant 10 min, et le sérum est congelé en attente de l’analyse sérologique par 
immunofluorescence à -20°C.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
J0 
Prises de sang 
J30 
Prises de sang 
Rappel 2 
J51 
Prises de sang 
J72  
Sacrifice 
Prises de sang 
J58 
Rappel 1 Inoculation 
Figure 18: Représentation schématique du protocole vaccinal pour la première série de souris. 
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2.2. Préparation des splénocytes 
 
2.2.1. Prélèvement des rates 
 
Les souris ont été anesthésiées avec un mélange de 0,05mL de Rompun® (xylazine) et 
0,05mL d’Imalgène 1000® (kétamine) par voie intramusculaire.   
Après incision de la cavité abdominale, la rate est prélevée et déposée dans un tube Falcon® 
de 15mL contenant 5mL de milieu complet*. 
 
*milieu complet : DMEM complété  par  2mmol  de  glutamine (ou utilisation de DMEM déjà 
complémenté en L-glutamine),  25mmol  d’hepes,  0,1mmol  de  β -mercaptoéthanol, 1mmol 
de pyruvate de sodium, du sérum de veau fœtal 10%, 100µg/mL de pénicilline et 100µg/mL de 
streptomycine. 
 
2.2.2. Purification des splénocytes 
 
Les rates sont dilacérées à l’aide d’un piston de seringue de 5mL puis le contenu de 
chaque puits (plaque P6) est versé dans un tube identifié de 15mL muni de filtre nylon de 
100µm (filtre falcon). Ces tubes sont ensuite centrifugés à 20°C durant 5 minutes à la vitesse 
de 300g. Le surnageant est éliminé et 1mL de tampon ACK* (tampon de lyse des globules 
rouges) est ajouté au culot, remis en suspension. 
  
*tampon  ACK :  acide  chlorhydrique  tamponné  à  7,2-7,4  complété  par  du  chlorure 
d’ammonium  à  155mmol/L,  de  l’hydrogénocarbonate  de  potassium  à  10mmol/L  et  de 
l’EDTA  à 0,1mmol/L.   
 
Les tubes sont incubés à température ambiante durant sept minutes au bout desquelles  
la réaction est arrêtée en ajoutant 5mL de milieu complet. Les tubes sont centrifugés avec les 
mêmes paramètres que précédemment. Les culots sont lavés deux fois (élimination du 
surnageant puis ajout de 5mL de milieu complet). 
 Pour chaque échantillon, 20µL de la solution sont ajoutés à 20µL de PBS (dilution 
1/2). Puis, 15µL de cette solution sont prélevés puis ajoutés à 30µL de Bleu Trypan (dilution 
1/3). Les cellules sont ensuite comptées manuellement avec une cellule de Thoma. 
Prévoir deux tubes : le premier contenant 5.106 cellules/mL pour le marquage intra-
cellulaire et l’ELISA, le deuxième contenant 10.106cellules/mL pour le marquage CFSE.  
J0 
Prises de sang 
J30 
Prises de sang 
Rappel 2 
J51 
Prises de sang 
J86  
Sacrifice 
Prises de sang 
Rappel 1 Inoculation 
J72 
Figure 19: Représentation schématique du protocole vaccinal pour la deuxième série de souris. 
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2.3. Protocole  d’analyse de la réponse cellulaire 
 
2.3.1.  Choix des peptides VP2 pour les stimulations des splénocytes 
 
Disposant de plusieurs peptides VP2 de 20 acides aminés à l’unité UMR 1225 IHAP 
de l’ENVT, une quinzaine de peptides ayant la plus forte affinité avec le CMH de notre 
souche de souris a été sélectionnée. Ils seront utilisés lors des stimulations des splénocytes 
pour le marquage intracellulaire, pour les ELISA et le CFSE.  
 
L’affinité de chaque séquence de peptide VP2 avec deux allèles H2-Db et H2-Kb du CMH de 
notre souche de souris a été calculée [Hans-Georg Rammensee et al. via 
http://www.syfpeithi.de/home.htm]. 
Les peptides ayant un score d’affinité supérieur ou égal à 23 sont retenus. Ainsi, 6 peptides 
ayant un score de 25 ou 26 et 9 peptides ayant un score égal à 23 ou 24 ont été utilisés par la 
suite. 
 
2.3.2. Mise en culture des cellules  
  
a. Stimulation pour le marquage intracellulaire  
 
Chaque suspension de cellules purifiées à 5.106/mL est ensuite répartie dans 4 puits à 
fond plat de plaque 24 puits de façon à avoir 1mL par puits, chaque puits d’un même  
échantillon subissant une stimulation différente. Ainsi on ajoute selon le puits 1mL :  
-  de milieu complet (témoin négatif) 
- de PMA-Iono (PMA : 50ng/mL, Iono 500ng/mL) (témoin positif stimulant la 
production des IFN, IL-2, IL-4 et perforine) 
-  de peptides VP2 poolés (à 2x au final) 
-   d’une suspension SG33 inactivée (MOI final =1). 
 
Les plaques sont laissées à l’étuve à 37°C pendant 3 heures puis la bréfeldine est ajoutée. La 
bréfeldine qui bloque la sécrétion de cytokines des LT (fournie dans le kit cytoperm/cytofix 
Becton Dickinson) y est ajoutée à la concentration finale de 10µg/mL. 
La bréfeldine est laissée en contact avec les cellules 12h maximum puis les plaques sont 
transférées à 4°C le temps de poursuivre le traitement de celles-ci. 
 
Au terme de cette incubation les cellules sont centrifugées à 20°C, durant 5 minutes à la 
vitesse de 300g. Les surnageants sont ensuite éliminés et les culots sont remis en suspension 
dans 800µL de tampon FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting–PBS/BSA 0,5%/2,5mM 
EDTA). Les tubes sont une nouvelle fois centrifugés comme précédemment puis conservés à 
4°C.  
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b. Stimulation pour les ELISA (dosage des cytokines produites par les 
lymphocytes CD4+) 
  
Dans des plaques 24 puits à fond conique, on verse 500µL par puits de cellules 
purifiées à 5.106 cellules/mL.  
  
La stimulation des cellules se fait selon le même principe que précédemment en versant 1mL 
de réactif par puits :  
- de milieu complet  
-  de PMA-Iono (PMA : 50ng/mL, Iono 500ng/mL)  
-  de peptides poolés 
-  d’une suspension de SG33 inactivée (MOI final=1) 
  
Les plaques sont ensuite placées à l’étuve à 37°C. Au bout de 24 heures, 500µL de surnageant 
sont récupérés dans chaque puits. Ces prélèvements sont stockés à -20°C en attendant leur 
analyse. Les plaques de stimulation sont remises à l’étuve pour 24 heures. Ainsi, 48 heures 
après le début de la stimulation les 500µL restants de surnageant sont récupérés et  stockés à -
20°C en attendant leur analyse.  
  
c. Marquage et stimulation pour le CFSE (étude de la prolifération des 
lymphocytes) 
  
La lampe de la hotte étant éteinte, pour chaque souris (107 cellules/mL), on ajoute 
110µL d’une solution de PBS dans une zone propre au sommet du tube. Resuspendre 1,1µL 
de CFSE dans le PBS et mélanger le tube par inversion. Au bout de 5 minutes, la réaction est 
arrêtée en ajoutant 50mL de PBS 5% SVF. Les cellules sont centrifugées à 20°C durant 10 
minutes à 300g et le surnageant est éliminé. Deux autres lavages sont réalisés de la même 
façon et, après élimination du surnageant, les cellules sont remises en suspension dans 1mL 
de milieu complet.  
 
Dans des plaques 96 puits à fond conique (remplacées par des tubes Facs à la deuxième 
expérience), chaque tube est réparti dans 4 puits à raison de 100µL par puits. Dans chaque 
puits, on ajoute 100µL par puits du réactif correspondant, à savoir :  
-  un puits non stimulé complété par du milieu complet  
-  un puits stimulé avec du Con A (1 µg/mL)  
-  un puits stimulé avec le pool de peptides  
-  un puits stimulé avec la souche SG33 inactivée (MOI=1)  
Un contrôle avec des cellules sans CFSE est également réalisé. 
  
Les plaques sont ensuite placées dans l’étuve à 37°C. Après cinq jours d’incubation, les 
cellules sont transférées en microtubes et analysées directement au Facscalibur. La viabilité 
cellulaire est mesurée par ajout d’iodure de propidium juste avant l’acquisition. Les résultats 
sont ensuite analysés grâce au logiciel Flow Jo. 
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d. Marquage intracellulaire  
  
Les cellules stimulées sont réparties entre quatre puits d’une plaque 96 puits à fond conique, à 
raison de 150µL par puits. Pour chaque échantillon distribué, deux marquages intracellulaires 
différents sont testés :  
- CD90.2-FITC et IFNγ-APC 
- CD90.2-FITC et IL2-PE 
  
Les plaques sont centrifugées trois minutes à 400g puis le surnageant est éliminé et les 
culots sont remis en suspension dans 150µL de solution de blocage (Mouse FCR Block 
Becton) diluée au 50ème dans du tampon FACS. Les plaques sont laissées quinze minutes à 
4°C puis 50µL par puits d’AC de surface dilués au 50ème dans du tampon FACS sont ajoutés 
(CD3).  
Les plaques sont laissées une nouvelle fois à 4°C, pendant 20 minutes, puis elles sont 
centrifugées à 20°C durant cinq minutes à 350g. Le surnageant est jeté et les cellules sont 
remises en suspension dans 150µL de tampon FACS. Une seconde centrifugation est réalisée 
et après élimination du surnageant, les cellules sont remises en suspension dans 100µL de 
tampon Cytoperm/cytofix (Becton).   
Les plaques sont laissées vingt minutes à 4°C puis centrifugées à 4°C durant cinq minutes à 
400g. Les culots sont remis en suspension dans 150µL de tampon perm/wash (Becton) dilués 
au 10ème dans du tampon FACS. Deux lavages sont réalisés et les cellules sont remises en 
suspension dans 50µL de la solution d’AC intracellulaires (IL-2, IFNγ) diluée au 100ème dans 
du tampon perm/wash.  
Les plaques sont laissées trente minutes à 4°C puis lavées 4 fois comme décrit précédemment.  
Les 2 premiers lavages se font avec 150µL par puits de tampon perm/wash dilués au 10ème 
dans du tampon FACS et ensuite les deux suivants avec 150µL/puits de tampon FACS. Les 
cellules sont reprises dans 150µL de tampon FACS et directement analysées avec le 
cytomètre en flux (Facscalibur Becton Dickinson).  
Environ 50000 lymphocytes sont enregistrés.  
Les résultats sont ensuite analysés grâce au logiciel Flow Jo.  
 
2.3.3. Protocole ELISA : 
 
Nous avons utilisé le kit Duoset ELISA mouse IL-2 de R&D Systems contenant : 
- des anticorps de capture à la concentration initiale de 180µg/mL 
- des anticorps de détection à la concentration initiale de 72µg/mL 
- une solution standard à la concentration initiale de 100ng/mL 
- 1mL de Strepativin-HRP. 
 
Les plaques ELISA 96 puits sont chargées de 100µL d’AC de capture dilués dans du PBS à la 
concentration de travail de 1µg/mL puis laissées à incuber une nuit à température ambiante. 
Elles sont lavées trois fois avec du PBS Tween 0,05% puis 300µL de solution bloquante (PBS 
1%BSA) sont ajoutés dans chacun des puits. Ces plaques sont ensuite laissées une heure 
minimum à température ambiante puis subissent 3 lavages. Pour chacune des plaques, une 
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gamme standard est réalisée avec 100µL par puits de solution standard diluée à la 
concentration souhaitée dans du Reagent Diluent (0,1% BSA, 0,05% Tween 20, Tris-Buffered 
Saline (20mM Trizma base, 150mM NaCl)). La concentration maximale de cette gamme est 
de 1000pg/mL et des dilutions successives au demi sont réalisées afin d’obtenir une courbe 
standard de 8 points. 100µL de chacun des échantillons à tester sont également répartis en 
duplicates sur les plaques. Les plaques, protégées par du film plastique, sont laissées 2 heures 
à température ambiante. Les plaques sont de nouveau lavées trois fois puis 100µL d’AC de 
détection dilués dans du Reagent Diluent à la concentration de travail de 400ng/mL sont 
ajoutés. Les plaques sont à nouveau conservées 2 heures à température, protégées par du film 
plastique. Après 3 lavages, 100µL par puits de Streptavidin-HRP diluée au 1/200 dans du 
Reagent Diluent sont ajoutés et les plaques sont gardées 20 minutes à température ambiante à 
l’abri de la lumière. Après 3 lavages, 100µL de solution substrat (mélange au 1 : 1 de H202 et 
de Tetramethylbenzidine) sont ajoutés et les plaques sont laissées à incuber 20 minutes à 
température ambiante, toujours à l’abri de la lumière. La réaction est stoppée par 50µL de 
solution stop (acide sulfurique à 1mol/L). Les plaques sont lues avec un lecteur d’ELISA 
(VersaMax) à la longueur d’onde de 450nm (correction à 630nm appliquée). 
 
2.4. Protocoles d’analyse de la réponse humorale (immunofluorescence) 
 
Les plans des « labteks » sont à concevoir avant de réaliser ce protocole.  
 
2.4.1. Infection à J0 : 
 
Le virus est réfrigéré à +4°C. 
Selon les « labteks » souhaitées, 
- les cellules sont infectées par BTV8 (MOI 0,5) (virus dilué en DMEM 3% SVF)  
- soit les cellules sont infectées par SG33 (MOI 0,5)  
- soit les cellules ne sont pas infectées. 
L’inoculum est laissé pendant 2 heures puis remplacé par 200µl de DMEM 3% SVF. 
 
2.4.2. Fixation des cellules à J2 : 
 
Le PFA est mis à +4°C. Le milieu est retiré des « labteks ». Une série de rinçage est ensuite 
réalisée : 1 rinçage en PBS, 1 rinçage en PFA puis les cupules sont remplies de PFA. Les 
labteks sont alors laissées à incuber 1h30 à température ambiante puis 3 rinçages en PBS sont 
réalisés. Les « labteks » sont laissées en milieu PBS jusqu’à l’étape suivante. 
 
2.4.3. Perméabilisation à J3 : 
 
Le PBS est remplacé par du triton X100 0,1% en PBS. Les « labteks » sont laissées à incuber 
pendant 30 minutes à température ambiante. 3 rinçages PBS sont ensuite réalisés. 
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2.4.4. Marquages 
 
Les anticorps primaires utilisés selon les cupules sont :  
- les sérums des souris obtenus expérimentalement (dilutions en PBS tween 0,05%) 
- les anticorps anti-VP2 : Pourquier (1/1000ème) 
- les anticorps anti-SG33 : sérum à J51 de souris infectées SG33 non recombinant. Des 
dilutions successives ont été réalisées selon les résultats attendus. 
- les anticorps anti-BTV : sérum de souris infectées BTV8 à J51 ou Jfinal selon 
l’expérience. Des dilutions successives ont été réalisées selon les résultats attendus. 
- les sérums à J0 d’une souris ci-dessus, issues des cages BTV ou SG33 (1/50ème) 
- les anticorps anti-myxomatose : sérum souris infectée par le recombinant SG33 M2 
(testé préalablement en ELISA) 
Les « labteks » sont ensuite laissées à incuber 1 heure à 37°C puis 3 rinçages sont réalisés en 
PBS tween. Les anticorps secondaires utilisés pour toutes les cupules (même sans anticorps 
primaire) sont les anticorps anti-souris couplés FITC dilués au 1/200ème. Après leur ajout, les 
labteks sont laissées à incuber 1 heure à 37°C puis 3 rinçages en PBS tween puis 1 rinçage 
PBS sont effectués. Du milieu de montage Dako fluorescent mounting medium est ajouté. Les 
labteks sont ensuite observées au microscope à fluorescence. 
 
III. Résultats 
 
3.1. Analyse de la réponse humorale, tests d’immunofluorescence 
 
Plusieurs séries de tests d’immunofluorescence ont été réalisées.  
 
Le premier test a pour but de vérifier qu’il y a bien production d’anticorps anti-virus 
myxomateux SG33 chez les souris vaccinées SG33 (issues de la cage 1) et d’anticorps anti-
BTV8 chez les souris vaccinées BTV8 (issues de la cage 2). Il sert également à identifier une 
dilution optimale afin d’obtenir une bonne observation pour la suite des expériences.  
Le deuxième a été réalisé à dilution optimale (dilution au 50ème) afin d’identifier si les souris 
vaccinées issues des cages 3,5 et 7 présentent une réponse humorale. 
Ces deux premiers tests réalisés à partir des sérums obtenus après le premier rappel de 
vaccination à J51 nous ont permis de tirer des premières conclusions et de nous encourager à 
poursuivre cette expérience en testant la plupart des sérums obtenus après les deux rappels de 
vaccination. 
 
Premier test 
 
Les sérums de souris utilisés lors de cette expérience sont ceux prélevés à J51 soit 21 jours 
après le premier rappel de vaccination. Les sérums étant à J51, le dernier rappel n’avait pas 
encore été réalisé. 
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Notation : Rappelons que les souris portant un nombre de type « 1y » sont issues de la cage 1 
c’est-à-dire ayant été vaccinées SG33. De même, les souris portant un nombre de type « 2y » 
sont issues de la cage 2 c’est-à-dire ayant été vaccinées BTV8. Le « y » correspond au code 
couleur de chaque souris. 
 
Les résultats obtenus sont présentés sous formes de tableaux (cf. tableaux 4, 5 et 6). Chacune 
des labteks a été observée au microscope à immunofluorescence.  
Nous avons ainsi pu distinguer des souris ayant une réaction humorale très importante (notée 
3+), importante (notée 2+), modérée à faible (notée +) ou absente (notée -). Les cases 
identifiées ± correspondent à une immunofluorescence très faible. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Identifiant 
de la souris
Dilution au 
1/50ème
11 -
12 -
13 NT
14 -
15 NT
16 NT
21 NT
22 -
23 NT
24 -
25 -
26 NT
Cage 1 SG33
Cage 2 BTV-8
Sur cellules non infectées
-
Témoin cellulaire = cupules n'ayant reçu aucun 
sérum, uniquement du milieu complet
Tableau 4: Représentation des résultats de lecture de fluorescence obtenus sur cellules non infectées 
avec des sérums récoltés à J51 (un seul rappel de vaccination). 
Notations : 
 - : absence de fluorescence, NT : sérum de souris non testé 
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Identifiant 
de la souris
 1/50ème 1/100ème 1/200ème
11 NT NT NT
12 NT NT NT
13 NT NT NT
14 ++ ++ ++
15 NT NT NT
16 NT NT NT
++
-
21 NT NT NT
22 NT NT NT
23 NT NT NT
24 NT NT NT
25 - - -
26 NT NT NT
Sur cellules infectées SG33
Cage 1 SG33
Cage 2 BTV-8
Témoin "anticorps primaires 
anti-VP2"
Témoin "anticorps primaires 
anti-virus myxomateux"
Dilutions
Tableau 6: Représentation des résultats de lecture de fluorescence obtenus sur cellules infectées 
SG33 avec des sérums récoltés à J51 (un seul rappel de vaccination). 
Notations : 
- : absence de fluorescence, ++ : fluorescence importante, NT : sérum de souris non testé 
 
Identifiant de 
la souris
1/50ème 1/100ème 1/200ème
11 - - -
12 - - -
13 NT NT NT
14 - - -
15 NT NT NT
16 NT NT NT
-
-
21 NT NT NT
22 ++ ++ ++
23 NT NT NT
24 ++ + +
25 ++ + +
26 NT NT NT
++
-
Témoin "anticorps primaires anti-
VP2"
Témoin "sérum à J0 de la souris 24 
utilisé comme anticorps primaires"
Témoin "anticorps primaires anti-
virus myxomateux"
Témoin "sérum à J0 de la souris 14 
utilisé comme anticorps primaires"
Sur cellules infectées BTV-8
Dilutions
Cage 2 BTV-8
Cage 1 SG33
-
Témoin cellulaire = cupules n'ayant reçu aucun 
sérum, uniquement du milieu complet
Tableau 5: Représentation des résultats de lecture de fluorescence obtenus sur cellules infectées BTV-8 
avec des sérums récoltés à J51 (un seul rappel de vaccination). 
Notations : 
- : absence de fluorescence, + : fluorescence modérée à faible, ++ : fluorescence importante, NT : sérum de 
souris non testé 
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Nous constatons qu’aucune réaction non spécifique n’est observable sur cellules non infectées 
(cf. tableau 4). Le témoin cellulaire nous informe qu’aucune fluorescence non spécifique n’est 
observable entre anticorps anti-souris couplés FITC et cellules non infectées (cf. témoin 
cellulaire négatif). De même, lors de la mise en contact de sérum de souris vaccinées SG33 
ou BTV avec les cellules non infectées, aucune fluorescence n’est détectable. 
 
Sur cellules infectées BTV-8 (cf. tableau 5), il n’y a pas de réaction non spécifique entre 
anticorps anti-souris couplés FITC et cellules infectées BTV puisque le témoin cellulaire est 
bien négatif. 
Nous pouvons constater qu’il y a fluorescence lors de la mise en contact de cellules infectées 
BTV-8 avec le sérum de souris vaccinées BTV8. Ceci confirme la présence d’anticorps anti-
BTV8 produits par ces souris. Bien évidemment, ces anticorps ne sont pas présents dans le 
sérum de ces souris à J0 (cf. témoin J0 de la souris 24). 
Comme attendu, aucune fluorescence n’est détectable concernant les sérums des souris 
vaccinées SG33 mis en contact avec les cellules infectées BTV-8 ce qui témoigne de 
l’absence d’anticorps anti-BTV8 chez les souris vaccinées SG33. 
 
De même, il a pu être montré que les souris vaccinées SG33 produisent des anticorps anti-
virus myxomateux SG33, contrairement aux souris vaccinées BTV-8 (cf. tableau 6). 
 
De plus, ce premier test a permis de révéler une dilution optimale au 1/50ème qui sera la 
concentration utilisée pour le deuxième test d’immunofluorescence. 
 
Deuxième test 
 
Ce test a pour but d’identifier si les souris vaccinées avec les virus recombinants produisent 
des anticorps anti-VP2 à J51. 
 
Notation : Rappelons que les souris portant les numéros « 3y » ont été vaccinées par VP2-
M022, celles portant les numéros « 5y » par VP2-M071 et celles identifiées « 7y » par SG33-
VP2. 
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Les témoins positifs, négatifs et cellulaire sont corrects. Aucune réaction non spécifique n’est 
décelée entre anticorps FITC et cellules infectées BTV8. 
 
3 souris sur 4 (75%) issues de la cage 3 VP2-M022 semblent présenter un faible taux 
d’anticorps anti-VP2 car la fluorescence est faible pour 3 d’entre elles. Il en est de même pour 
toutes les souris de la cage 7 SG33-VP2.  
Concernant les souris vaccinées VP2-M071 de la cage 5, la fluorescence est vraiment très 
faible et identique au témoin à J0. En effet, à J0, une fluorescence faible a été détectée. Il est 
possible qu’il se produise une réaction non spécifique. Il est donc impossible de conclure sur 
la présence d’anticorps anti-VP2 dans ce cas. Par contre, la souris 51 se démarque et la 
fluorescence est marquée, elle présente donc des anticorps anti-VP2. 
 
Ainsi les premiers résultats de ces deux tests sont plutôt encourageants, sachant que le 
protocole de vaccination est encore incomplet pour toutes ces souris testées à J51. 
- D’une part, il semble que les réactions non spécifiques soient plutôt faibles dans tous 
les cas. 
Identifiant de la souris
Dilution au 
1/50ème
Témoin: 
sérum à J0 
au 1/50ème
31 - NT
32 + NT
33 + NT
34 + - à J0
51 ++ NT
52 +/- NT
53 +/- +/- à J0
54 +/- NT
55 +/- NT
71 + NT
72 + NT
73 + - à J0
74 + NT
+++
+++
-
-
-
Témoin positif: anticorps primaires anti-VP2 sur 
cellules infectées BTV-8
Témoin négatif: sérum de la souris 16 sur cellules 
infectées BTV-8
Témoin négatif: sérum de la souris 13 sur cellules non 
infectées
Témoin cellulaire: cupules n'ayant reçu aucun sérum, 
uniquement du milieu complet
Sur cellules infectées BTV-8
Cage 3 VP2-M022
Cage 7 SG33-VP2
Cage 5 VP2-M071
Témoin positif: sérum de la souris 26 sur cellules 
infectées BTV-8
Tableau 7: Représentation des résultats de lecture de fluorescence sur cellules infectées BTV-8 avec des 
sérums récoltés à J51 (un seul rappel de vaccination). 
Notations : 
- : absence de fluorescence, +/- :fluorescence très faible, + : fluorescence modérée à faible, ++ : fluorescence 
importante, +++ : fluorescence très importante 
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- Les souris témoins vaccinées BTV-8 produisent des anticorps anti-BTV8 alors que les 
souris vaccinées SG33 produisent des anticorps anti-SG33. 
- Les souris vaccinées issues des cages 3 et 7 semblent produire des anticorps anti-VP2 
par comparaison à J0. Il est cependant difficile de conclure sur la production 
d’anticorps anti-BTV8 des souris issues de la cage 5. 
Il est donc nécessaire de poursuivre et compléter ces premières observations. Pour cela, toutes 
les souris ont été testées en immunofluorescence, après avoir reçu les 2 rappels de vaccination 
(sérums récoltés à Jfinal). De plus, afin de quantifier approximativement les quantités en 
anticorps et d’utiliser par la suite les quantités les moins consommatrices pour la suite des 
manipulations, tout en garantissant des lectures aisées, certaines labteks ont été réalisées avec 
des dilutions successives. Cela nous a permis d’utiliser par la suite des dilutions de travail à 
partir du 1/100ème. 
 
Tests des sérums après 2 rappels de vaccination 
 
Tous les résultats sont répertoriés dans le tableau 8. Il faut savoir que nécessitant beaucoup de 
matériel et de temps, tous ces tests d’immunofluorescence ont été réalisés en plusieurs fois.  
 
Il n’y a pas de réaction non spécifique entre anticorps anti-souris couplés FITC et cellules 
infectées BTV-8 ou non infectées BTV-8. De même, aucune réponse non spécifique n’est 
observable lors de la mise en contact de sérums de souris vaccinées par les recombinants 
(cages 4, 6 et 8) avec des cellules non infectées BTV-8.  
 
Une fluorescence non spécifique est observable jusqu’à la dilution au 1/100ème pour les souris 
vaccinées SG33. Au 1/500ème, une seule des souris témoins SG33 présente encore une très 
faible fluorescence non spécifique. 
 
Une fluorescence non spécifique est observable lors de la mise en contact de certains sérums 
de souris récoltés à J0 avec des cellules infectées BTV8. Cependant, cette réponse non 
spécifique peut être considérée comme négligeable car, dans tous les cas testés,  la différence 
est nette entre la fluorescence avec les sérums testés à J0 et Jfinal. De plus, le signal de cette 
réponse non spécifique s’éteint beaucoup plus rapidement à dilutions successives. Une 
dilution vers le 1/100ème et le 1/500ème semble permettre de s’affranchir de cette réponse non 
spécifique. D’autres tests avec des sérums supplémentaires seraient nécessaires pour s’en 
affranchir entièrement mais étant donné qu’elle est faible et ne perturbe pas grandement 
l’interprétation des résultats, nous nous sommes contentés de ces résultats. Ainsi, si nous nous 
plaçons à une dilution au 1/500ème, nous pouvons négliger les réponses non spécifiques. 
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Identifiant 
de la souris
1/50 1/100 1/500 1/1000 1/700
1/2000 
1/3000 
1/4000
1/50 1/100 1/500 1/1000
11 ++ +
12 + -
13 ++ + -
14 + -
15 + -
16 + -
21
22 +++ +++ ++
23 +++ +++ ++
24
25 +++ +++ ++
26 +++ ++ - + -
31 ++ + -
32 +++ ++ +
33 +++ ++ +
34 ++ + +/- -
41 +++ +++ ++ + + + - -
42 ++ ++ + -
43 ++ + - - +
44 +++ ++ + -
45 ++ ++ + -
51 +++ +++ ++
52 ++ + -
53 ++ + - -
54 + - -
55 + - -
61 +++ +++ + - +
62 ++ ++ ++ +
63 ++ + - - +
64 +++ ++ + - - - -
65 +++ ++ + -
71 + - -
72 +++ + -
73 +++ ++ + -
74 +++ ++ +
81 +++ +++ ++ + +
82 ++(+) +++(+) +++ +++
83 ++(+) +++ ++ + +
84 ++(+) ++ + - - - -
85 ++(+) ++ + -
Dilutions Dilutions
Sérums récoltés à Jfinal Sérums récoltés à J0
Sur cellules infectées BTV-8
Cage 4 VP2-M022
Cage 5 VP2-M071
Cage 6 VP2-M071
Cage 7 SG33-VP2
Cage 8 SG33-VP2
Cage 1 SG33
Cage 2 BTV-8
Cage 3 VP2-M022
+++
-
-
-
cf tableau
Témoin cellulaire: cupules n'ayant reçu aucun sérum, 
uniquement du milieu complet
Témoin positif= AC primaires anti-VP2 ou sérums de souris 
issues de la cage 2 vaccinées BTV-8 au 1/50ème ou 1/100ème
Témoin négatif: milieu complet sur cellules non infectées BTV-8
Témoins J0
Témoins négatifs: sérums au 1/50ème des souris des cages 4, 6 
et 8 testées sur cellules non infectées BTV-8
Tableau 8: Représentation des résultats de lecture de fluorescence sur des cellules infectées BTV-8 avec des 
sérums récoltés à Jfinal ou à J0. 
Notations : 
- : absence de fluorescence, +/- :fluorescence très faible, + : fluorescence modérée à faible, ++ : fluorescence 
importante, +++ : fluorescence très importante 
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Nous constatons alors que la plupart des souris vaccinées avec un virus recombinant 
produisent des anticorps anti-VP2 (cf. tableau 9).  
 
Type de vaccination Nombre de souris positives à la dilution 1/500ème 
Nombre total de 
souris testées 
Pourcentage 
(en %) 
SG33 1 6 16,7 
BTV8 4 4 100,0 
recombinant VP2-M022 8 9 88,9 
recombinant VP2-M071 7 9 77,8 
recombinant SG33-VP2 8 9 88,9 
Tableau 9: Pourcentages de souris testées présentant une immunofluorescence à la dilution 1/500ème sur 
cellules infectées BTV-8 (sérum Jfinal) selon leur cage d'origine. 
 
Visuellement, nous avons pu remarquer que l’intensité de l’immunofluorescence paraissait 
plus forte pour le recombinant SG33-VP2 que pour les deux autres constructions. 
 
Afin d’illustrer les observations rapportées dans les tableaux précédents, des images 
d’immunofluorescence ont été collectées. 
Les clichés suivants sont réalisés au microscope à immunofluorescence à l’aide d’un logiciel 
de capture (cf. photo 11). Nous pouvons ainsi évaluer les différences d’intensité selon les 
sérums utilisés. Les différences obtenues ne sont pas franches avec ce logiciel de capture. Les 
photographies suivantes prises avec un appareil photographique directement par l’objectif 
montrent des images plus réalistes de ce que nous observions à l’œil nu (cf. photo 12).  
Sur tous ces clichés, il est clair que la fluorescence est cytoplasmique. Le noyau des cellules 
apparaît nettement noir. 
      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Photo 11: Photographies réalisées par une caméra des différents degrés de fluorescence au 
microscope à immunofluorescence (x10) selon les sérums utilisés. 
A : Témoin positif noté +++                                         B et C : Sérums noté +++ 
     D : Sérum noté ++                       E : Sérum noté +                           F : Sérum noté - / Témoin négatif 
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Les clichés suivants réalisés au microscope confocal témoignent plus nettement des 
différences d’immunofluorescence par comparaison aux clichés obtenus par un logiciel de 
capture au microscope à immunofluorescence (cf. photo 13). Nous pouvons ainsi nettement 
évaluer les différences d’intensité selon les sérums utilisés.  
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
Des séroneutralisations ont été réalisées sur cellules Vero. Les anticorps anti-VP2 mis en 
évidence ne sont pas neutralisants sauf pour une seule souris (souris 25) ayant été vaccinée 
par du BTV8. La neutralisation observée était très faible. 
Photo 12: Photographies réalisées par un appareil photographique des différents degrés de fluorescence au microscope à 
immunofluorescence (x10) selon les sérums utilisés. 
A : cellules non infectées            B : Témoin positif noté +++ 
C : Sérum noté +++             D : Sérum noté ++             E : Sérum noté +              F : Sérum noté - / Témoin négatif 
Photo 13:Photographies réalisées au microscope confocal des différents degrés de fluorescence 
selon les sérums utilisés. 
    D : Sérum noté +                                  E : Sérum noté - / Témoin négatif 
A : Témoin positif noté +++                B : Sérum noté +++                  C : Sérum noté ++ 
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3.2. Analyse de la réponse cellulaire 
 
3.2.1. Marquage intracellulaire 
 
Les splénocytes de toutes les souris ont été analysés en cytométrie de flux après marquage 
intracellulaire (cf. figure 20). 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Malheureusement, une perte très importante en cellules des souris de la première série n’a pas 
rendue exploitable ces données. L’origine n’a pas été identifiée. Seule la deuxième série de 
souris a permis d’obtenir des résultats. 
 
Quelques contrôles de splénocytes purifiés mis en contact avec du PMA-Ionomycine ont été 
réalisés et ont servi de témoin positif. Le marquage est assez décevant car les cellules activées  
produisant des IFNgamma (environ 10% de CD3+-IFN+), des IL-2 (environ 6% de CD3+-
Figure 20: Principe du marquage intracellulaire 
Blocage de la sécrétion de 
cytokines par la Bréfeldine
Fixation et perméabilisation 
des cellules
Fixation des anticorps de 
marquage aux cytokines
LT activé
Tableau 10 : Résultats des séroneutralisations. 
ECP : Effet cytopathogène 
 
Vaccination Numéro de souris ECP
14 +
16 +
24 +
25 - jusqu'à 1/16
32 +
33 +
41 +
44 +
51 +
61 +
62 +
65 +
72 +
73 +
82 +
85 +
SG33
BTV-8
VP2-M022
VP2-M071
SG33-VP2
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IL2+) sont à des proportions faibles par rapport aux valeurs attendues avec ce type de 
stimulation. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Les analyses statistiques qui suivent ont fait appel à des analyses de variance et des tests de 
Student avec correction de Bonferroni. 
 
a. CD3+-IL2+ 
 
Selon l’ANOVA, l’interaction stimulation et vaccination est significative (p=1.381.10-4). Les 
effets stimulations (p< 2.2.10-16) et vaccinations (p=1.173.10-6) sont significatifs.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nous pouvons constater que l’effet peptide est plus marqué pour les souris dans chacune des 
cages. En effet, le nombre de cellules CD3+ IL2+ est plus élevé lorsque les cellules sont 
stimulées avec le peptide, quelque soit la vaccination utilisée au préalable. Cependant, nous 
pouvons constater que cette réaction est non spécifique. Les cellules issues de souris 
Figure 21: Marquage intracellulaire IFN gamma et IL-2 pour les souris 
témoins négatifs stimulées PMA-Ionomycine. 
Graphique 1: Pourcentage de cellules CD3+ activées produisant des IL-2 selon l'origine des souris et le type 
de stimulation. 
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vaccinées SG33 produisent autant d’IL2 que les cellules de souris vaccinées BTV lorsqu’elles 
sont stimulées avec le peptide (p=0,33). Nous pouvons également remarquer que les souris 
vaccinées VP2-M022 ont une moyenne significativement plus basse que le lot témoin de la 
cage SG33, lorsqu’elles sont activées par le peptide (p= 1,4.10-6). Cette réponse non 
spécifique pourrait être à l’origine de cette observation plutôt surprenante. Il n’est pas 
possible de conclure avec cette expérience quant à l’induction de LT CD3+ producteurs d’IL-
2 spécifiques de VP2. 
Nous retrouvons cette réaction non spécifique sur les profils obtenus au logiciel FlowJo, 
concernant toutes les cellules stimulées avec le pool de peptides (cf. figure 22).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Dans tous les cas, dans chaque cage, les moyennes après stimulation SG33 ou sans 
stimulation sont homogènes (différences non significatives). Il n’a donc pas été possible de 
mettre en évidence une induction de cellules CD3+ spécifiques productrices d’IL-2 par le 
vecteur SG33. 
 
Afin de s’affranchir de cette réponse non spécifique lors de la stimulation avec le peptide, 
nous avons tenté d’optimiser les résultats en améliorant la sélection cellulaire (cf. figure 23). 
Cette sélection a été appliquée à tous les échantillons quelque soit la stimulation. Nous avons 
alors obtenu les résultats qui suivent. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 23: Marquage intracellulaire IL-2 et fenêtre de 
sélection pour s’affranchir de la réponse non spécifique. 
A                                B                                 C                                        D                                  E 
Figure 22: Marquage intracellulaire IL-2 des cellules stimulées par le pool de peptides VP2 selon l’origine 
de la souris. 
Cellules stimulées par le pool de peptides VP2 pour les souris témoins négatifs vaccinées SG33 (figure A), pour 
les souris témoins positifs vaccinées BTV-8 (figure B), pour les souris vaccinées VP2-M022 (figure C), pour les 
souris vaccinées VP2-M071 (figure D) et pour les souris SG33-VP2 (figure E). 
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Selon l’ANOVA, l’interaction stimulation et vaccination n’est pas significative (p=0,749). 
Les effets stimulations et vaccinations sont donc indépendants dans le cas présent et seuls les 
effets simples peuvent être interprétés. Les effets stimulations (p=1,617.10-3) et vaccinations 
(p=2.218.10-8) sont quant à eux significatifs.  
 
D’après ces résultats de test ANOVA, nous pouvons conclure qu’au moins deux stimulations 
ont des effets différents. En effet, nous pouvons constater que la stimulation peptide à un effet 
plus important sur la sécrétion d’IL2 par rapport à la stimulation SG33 (p=0,041) et à 
l’absence de stimulation (p=3,67.10-4). Par contre, les effets de stimulation SG33 ou 
d’absence de stimulation sont similaires (p=0,089). Ainsi, l’effet peptide sur la sécrétion 
d’IL2 est le plus important, de la même façon pour toutes les cages. Là encore, cela témoigne 
d’une réaction non spécifique avec les peptides utilisés. Il est explicite que nous ne sommes 
pas parvenus à s’affranchir de cette dernière. 
 
Ce test ANOVA indique également qu’au moins deux vaccinations, indépendamment de la 
stimulation, ont des effets différents. En effet, l’effet vaccination par du VP2-M071 induit une 
augmentation de CD3+ IL2+, indépendamment de toute stimulation, par rapport à la 
vaccination par BTV par exemple (p=4,55.10-7) ou VP2-M022 (p=4,32.10-7). Le taux de 
CD3+ IL2 basal lors de la vaccination par VP2-M071 est plus fort que les autres. 
Ceci ne modifie en rien l’interprétation à propos de l’immunogénicité de VP2 ou du vecteur 
dans notre cas. Cette différence basale n’était pas significativement détectable dans le cas 
précédent. 
 
b. CD3+ IFNγ+ 
 
Selon l’ANOVA, l’interaction stimulation et vaccination est significative (p=1.309.10-4). Les 
effets stimulations (p< 2.2.10-16) et vaccinations (p=9.474.10-4) sont significatifs.  
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Graphique 2: Pourcentage de cellules CD3+ activées produisant des IL-2 selon l'origine des 
souris et le type de stimulation, après sélection ciblée en vue de s'affranchir d'une réponse non 
spécifique avec les peptides VP2. 
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De même que la situation précédente, nous pouvons constater que l’effet peptide est plus 
marqué pour les souris dans chacune des cages. En effet, le nombre de cellules CD3+ IFN+ 
est plus élevé lorsque les cellules sont stimulées avec le peptide, quelque soit la vaccination 
utilisée au préalable. Cependant, nous pouvons constater que cette réaction est non spécifique. 
Les cellules issues de souris vaccinées SG33 produisent autant d’IFN que les cellules de 
souris vaccinées BTV lorsqu’elles sont stimulées avec le peptide (p=0,46).  
Nous pouvons également remarquer que les souris vaccinées VP2-M022 ou SG33-VP2 ont 
des moyennes significativement plus basses que le lot témoin de la cage SG33, lors de la 
stimulation avec le peptide (respectivement p=1,37.10-6 et p=7,97.10-4). Cette réponse non 
spécifique pourrait être à l’origine de cette observation plutôt surprenante. Les lots de souris 
vaccinées VP2-M022, VP2-M071 et SG33-VP2 ne présentent pas de différence significative 
entre eux lorsqu’ils sont stimulés par le peptide. 
Il n’est pas possible de conclure avec cette expérience quant à l’induction de LT CD3+ 
producteurs d’IFNgamma spécifiques de VP2. 
 
Comme évoqué dans le cas de la production d’IL-2, nous retrouvons cette réaction non 
spécifique sur les profils obtenus au logiciel FlowJo, concernant toutes les cellules stimulées 
avec le pool de peptides (cf. figure 24).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Graphique 3: Pourcentage de cellules CD3+ activées produisant des IFN gamma selon l'origine de 
la souris et le type de stimulation. 
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Figure 24: Marquage intracellulaire IFN gamma des cellules stimulées par le pool de peptides VP2 selon 
l’origine de la souris. 
Cellules stimulées par le pool de peptides VP2 pour les souris témoins négatifs vaccinées SG33 (figure A), pour les 
souris témoins positifs vaccinées BTV-8 (figure B), pour les souris vaccinées VP2-M022 (figure C), pour les souris 
vaccinées VP2-M071 (figure D) et pour les souris SG33-VP2 (figure E). 
         A                 B                                        C                                     D                                      E 
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Dans chaque cage, les moyennes après stimulation SG33 ou sans stimulation sont homogènes 
(différences non significatives). Il n’a donc pas été possible de mettre en évidence une 
induction de cellules CD3+ spécifiques productrices d’IFNgamma par le vecteur SG33. 
 
Afin de s’affranchir de cette réponse non spécifique lors de la stimulation avec le peptide, 
nous avons tenté d’optimiser les résultats en améliorant la sélection cellulaire (cf. figure 25). 
Cette sélection a été appliquée à tous les échantillons quelque soit la stimulation. Nous avons 
alors obtenu les résultats qui suivent. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Selon l’ANOVA, l’interaction stimulation et vaccination est significative (p=1,781.10-2). Les 
effets stimulations (p=2.416.10-6) et vaccinations (p=2.694.10-6) sont significatifs.  
 
Nous pouvons constater que l’effet peptide, pour chacune des cages, est moins important 
après avoir réadapté la sélection cellulaire. Toutefois, nous ne pouvons toujours pas conclure 
quant à l’immunogénicité de VP2. En effet, il semble qu’une réaction non spécifique demeure 
et un argument majeur en témoigne. La moyenne pour les cellules issues de souris 
immunisées SG33 et stimulées par le peptide est significativement plus haute que celles issues 
de cette même cage mais non stimulées (p=0,0244). 
Figure 25: Marquage intracellulaire IFNg et fenêtre de 
sélection pour s’affranchir de la réponse non spécifique. 
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Graphique 4: Pourcentage de cellules CD3+ activées produisant des IFNg selon l'origine des 
souris et le type de stimulation, après sélection ciblée en vue de s'affranchir d'une réponse non 
spécifique avec les peptides VP2. 
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A propos des deux cages témoins SG33 et BTV, aucune différence significative n’est mise en 
évidence pour les cellules issues de souris vaccinées BTV ou SG33 et stimulées par les 
peptides (p=0,227).  
De surcroît, un résultat surprenant apparaît concernant les cellules issues de souris vaccinées 
VP2-M022 stimulées par les peptides. La moyenne est significativement plus basse que le 
témoin négatif (souris vaccinées SG33 et stimulées par le peptide) (p=0,038). Cette 
observation ne semble pas due à un niveau basal différent entre les deux catégories puisque 
les moyennes, en l’absence de stimulation, entre les groupes VP2-M022 et SG33 ne sont pas 
significativement différentes (p=0,229). 
 
Pour chacune des cages, le témoin non stimulé est significativement plus bas que les deux 
autres stimulations, sauf dans le cas de la cage VP2-M022 où aucune différence significative 
avec la stimulation peptide n’est mise en évidence (p=0,057). Par contre, nous pouvons 
remarquer que le niveau basal en CD3+ IFNγ+ sans stimulation peut être différent d’une cage 
à l’autre. Ceci est par exemple le cas entre les cages VP2-M022 et VP2-M071 (p=2,39.10-3). 
Cette observation doit être prise en compte pour certaines interprétations. 
 
Concernant la stimulation SG33, la moyenne des cellules des souris immunisées BTV est 
significativement plus basse (p=0,048) que celle des cellules des souris de la cage SG33. Les 
vecteurs des recombinants semblent induire une réponse spécifique car les moyennes avec le 
témoin négatif (cage BTV) sont significativement différentes (p=0,0336, p=4,27.10-6 et 
p=1,86.10-4). Cependant, même si aucune différence significative n’a pu être mise en 
évidence entre le niveau basal en cellules CD3+ IFNγ+ entre les groupes BTV et VP2-M022, 
VP2-M071, SG33-VP2 en l’absence de stimulation (respectivement p=0,12, p=0,23 et 
p=0,40), cette nuance peut être conservée en vue d’expliquer le résultat précédent. 
 
 Ainsi, nous pouvons retenir que cette expérience ne permet pas la mise en évidence d’une 
induction de cellules spécifiques CD3+ productrices d’IFNγ ou d’IL2 par VP2. Une probable 
réponse spécifique avec induction de cellules CD3+ IFNγ+ spécifiques au vecteur a été mise 
en évidence. 
 
3.2.2. Test ELISA 
 
Nous avons dosé les cytokines IL-2 à partir du kit Duoset Mouse IL-2 de R&D Systems. 
Comme indiqué sur la notice, les calculs des concentrations en IL2 des échantillons ont été 
réalisés grâce à une modélisation établissant une courbe logistique à 4 paramètres à partir de 
la gamme standard fournie dans le kit [logiciel élaboré par Hitachi Solutions, 2012]. 
 
Comme attendu (cf. graphique 5), nous pouvons constater que le PMA-Ionomycine stimule 
correctement les splénocytes. 
Concernant la stimulation VP2, nous pouvons constater qu’il n’y a aucune différence 
significative avec la stimulation au milieu complet pour toutes les souris. Ceci est également 
valable pour les souris vaccinées BTV8 (p=0,22) ce qui témoigne d’un défaut de stimulation 
par les peptides VP2.  
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Ce dosage de cytokines nous permet de mettre en évidence une production d’IL-2 suite à 
l’immunisation par le vecteur SG33. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.2.3.  CFSE 
 
Après incorporation de CFSE, les splénocytes sont incubés cinq jours avec différents 
activateurs. Le marqueur CFSE permet de mettre en évidence les divisions cellulaires, ce qui 
traduit l’activation des cellules (cf. figure 26). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nous nous sommes intéressés uniquement aux cellules CD4 positives, sachant que nous nous 
intéressions aux cellules CD3 positives grâce au marquage intracellulaire.  
Figure 26: Principe du CFSE. 
Graphique 5: Production d'IL-2 par les splénocytes selon leur stimulation et la vaccination des souris dont ils sont issus. 
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Malheureusement, les cellules de la première série de souris étaient toutes mortes. Ainsi, 
aucun résultat concernant la réponse cellulaire de ce lot de souris n’est interprétable. L’origine 
n’a pas été identifiée. Seule la deuxième série de souris a permis d’obtenir des résultats. Il faut 
tout de même tenir compte qu’aucun marqueur de viabilité cellulaire n’a été réalisé lors de 
cette deuxième série de souris. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nous pouvons constater (cf. graphique 6) que la stimulation con A induit une division 
cellulaire significative des lymphocytes CD4 + puisque nous observons un pourcentage de 
prolifération des CD4+ d’environ 85%, quelque soit la cage. Il s’agit du témoin positif. Les 
cellules non activées c’est-à-dire mises en contact avec du milieu complet constituent le 
témoin négatif. 
 
Pour une même cage, nous n’avons pas pu mettre en évidence de différence significative entre 
les cellules activées avec les peptides et les cellules non activées (témoin négatif). Par contre, 
concernant les souris issues de la cage BTV8, le pourcentage de prolifération suite à 
l’activateur SG33 est bien plus faible significativement (environ 20%) par rapport aux cellules 
activées par les peptides ou non activées (environ 40%) (respectivement p=1,88.10-3 et 
2,39.10-3). Ce résultat est surprenant étant donné qu’avec l’activateur SG33, la prolifération 
est deux fois plus faible que le témoin négatif (absence de stimulation). Il en est de même 
concernant la cage de souris vaccinées SG33-VP2 (p=0,016). Ainsi, les résultats de cette 
expérience apparaissent peu interprétables.  
Il est impossible avec cette expérience de conclure que le vecteur SG33 ou la protéine VP2 
induisent une lymphoprolifération de cellules CD4 positives. 
 
Ce défaut d’interprétation peut être expliqué en grande partie en s’intéressant aux données 
brutes. A partir de ces dernières, il est aisé de constater que le nombre de cellules, pour la 
plupart des échantillons issues de stimulation SG33, est trop faible comparativement aux 
Graphique 6: Pourcentage de prolifération des cellules CD4+ selon la vaccination des souris et la 
stimulation de leurs splénocytes. 
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autres échantillons (de 2 à 10 fois plus faible comparativement). Ainsi, si nous considérons 
que les autres échantillons ont des cellules en nombre suffisant (aux alentours de 1000 dans 
notre cas), les courbes « absence de stimulation », « stimulation peptide » et « stimulation con 
A » restent interprétables. 
 
Si nous nous intéressons à présent aux différentes générations de cellules CD4+ (cf. 
graphiques 7), nous pouvons constater que la prolifération est tout à fait comparable, pour 
chaque cage de souris, entre les cellules stimulées par les peptides et non stimulées. Cela 
confirme que VP2 ne semble pas induire de lymphoprolifération ou un défaut de stimulation 
par les peptides VP2. 
Concernant les cellules stimulées avec de la Con A, la population cellulaire la plus importante 
est celle qui a réalisé 4 divisions. Ceci est observable pour toutes les cages. 
Nous n’évoquerons pas la prolifération concernant la stimulation SG33 pour les raisons 
évoquées précédemment rendant ces résultats non interprétables. 
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Graphique 7: Profils de division par marquage CFSE des lymphocytes CD4+ selon la vaccination des souris et la stimulation de 
leurs splénocytes 
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DISCUSSION 
 
Comme nous l’avons évoqué longuement dans ce travail, les poxvirus sont capables 
d’intégrer des génomes étrangers et il a déjà été démontré que le virus myxomateux est 
capable d’exprimer sur son enveloppe une protéine d’intérêt en fusion [Bertagnoli et al., 
2011]. L’étude présentée dans ce travail s’inscrit dans la poursuite de l’amélioration d’un 
vecteur vaccinal recombinant utilisant la technique classique d’expression d’un antigène. 
En effet, un vaccin recombinant permettant de lutter contre la fièvre catarrhale ovine a été 
élaboré par l’équipe UMR1225 INRA-ENVT en se basant sur une technique de construction 
classique. Ce vaccin utilisant la souche SG33 du virus myxomateux et l’antigène VP2 du 
virus de la fièvre catarrhale ovine a permis de conférer une protection homologue à des 
moutons. Cependant, même s’il a montré son efficacité face à une épreuve virulente, il 
demeure moins efficace que le vaccin inactivé actuellement sur le marché [Top et al., 2012]. 
Il a donc paru intéressant de poursuivre ces investigations en tentant d’améliorer 
l’immunogénicité de ce vecteur. Ce nouveau vaccin pourrait s’inscrire dans la stratégie DIVA 
contrairement au vaccin déjà commercialisé. De nombreuses études basées sur la stratégie 
consistant à faire exprimer une protéine chimère antigénique sur la particule virale, que ce soit 
en utilisant les poxvirus ou d’autres familles de vecteurs, se sont révélées être un succès pour 
l’amélioration de l’immunogénicité. Ainsi, nous avons utilisé cette technique à partir de la 
souche SG33 du virus myxomateux et de la protéine VP2 du BTV-8. Il a également été 
confirmé à travers l’étude de Top et collaborateurs [Top et al., 2012] que la protéine VP2 
seule, étant à l’origine de la synthèse d’anticorps neutralisants, est suffisante pour induire une 
protection sur moutons. Son utilisation a donc été poursuivie. Deux virus recombinants ont 
alors été créés (précédemment au travail exposé dans cette thèse) et ont été testés sur souris 
afin d’évaluer leur immunogénicité et leur innocuité. Si les résultats s’avéraient intéressants, il 
serait alors envisagé par la suite de les tester sur moutons, espèce cible du BTV. Cependant, il 
est net dans notre étude que les résultats obtenus ne sont pas à la hauteur de nos espérances et 
des études supplémentaires seront nécessaires.  
 
Cette étude dans un modèle murin a pu confirmer la synthèse en anticorps anti-VP2 
avec les deux virus recombinants en fusion. Des études supplémentaires de séroneutralisation 
ont montré que ces anticorps produits suite à la vaccination avec les recombinants en fusion 
ne sont pas neutralisants, ni même ceux obtenus par immunisation avec la construction 
classique SG33-VP2. Pourtant, dans l’étude de Top et ses collaborateurs [Top et al., 2012], la 
construction classique induit des anticorps neutralisants chez les ovins, ce qui n’est pas le cas 
chez les souris dans notre étude. Par ailleurs, sur deux souris testées en séroneutralisation qui 
étaient immunisées par du BTV-8, une seule a produit des anticorps neutralisants, et en faible 
quantité (titre de 1/16). Ceci amène à nous interroger sur l’utilisation d’un modèle murin dans 
notre cas.  
En effet, Lobato et collaborateurs ont par exemple [Lobato et al., 1997] montré, en 
utilisant un vecteur vaccine exprimant VP2, que la production d’anticorps anti-VP2 était très 
faible voire nulle chez les lapins. Dans la même étude, ce n’était pas le même cas chez les 
ovins où cette immunisation induisait des anticorps anti-VP2 neutralisants. De même, la 
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construction classique SG33-VP2 n’a pas entraîné la synthèse d’anticorps neutralisants chez 
le lapin contrairement à ce qui a été observé chez l’espèce ovine [Bertagnoli S., 
communication personnelle]. Il est donc tout à fait justifié de se demander si le modèle murin 
est un reflet de ce qui se produirait in vivo chez des ovins étant donné qu’entre deux espèces, 
cette immunogénicité peut varier. Il a déjà été prouvé qu’il était possible d’induire la synthèse 
d’anticorps neutralisants anti-VP2 chez les souris [Inumaru et Roy, 1987] mais aucune étude 
s’intéressant à la production en anticorps suite à une immunisation par VP2 à la fois chez des 
souris et des ovins n’a, à ma connaissance, été publiée. Ceci aurait permis de comparer si 
l’immunogénécité de VP2 est la même chez ces deux espèces. 
 
L’induction d’anticorps anti-VP2, certes non neutralisants, confirme tout de même une 
fois de plus que le vecteur myxomateux est apte à présenter des antigènes en fusion.  
 
Toutefois, d’après les tests d’immunofluorescence, nous pouvons constater que la 
réponse humorale semble plus importante dans le cas d’une construction classique SG33-VP2 
par rapport aux constructions en fusion (cf. tableau 8, dilution 1/500). Ainsi, cela signe un 
défaut d’immunogénicité de nos virus recombinants en fusion par rapport à la construction 
classique. Ces résultats sont subjectifs et fournis par observation au microscope à 
fluorescence. Un test ELISA anti-VP2 pourrait permettre de confirmer ou d’infirmer cette 
observation par quantification de ces anticorps mais aucun fournissant des résultats 
convenables n’est disponible actuellement sur le marché.  
 
Concernant la réponse cellulaire, il n’a pas pu être montré que VP2, quelque soit la 
vaccination utilisée, induisait une réponse cellulaire spécifique en modèle murin.  
Avant tout, un problème important réside dans le fait qu’une perte de cellules importante s’est 
produite lors de la première série de souris en marquage intracellulaire et CFSE. Concernant 
le CFSE, aucun marqueur de viabilité cellulaire n’a été réalisé pour la deuxième série de 
souris en CFSE. Il s’agit d’un problème d’autant plus réel que, lors de la première série de 
souris, il s’est révélé une importante mortalité. La prolifération témoin avec du Con A est 
bonne, aux alentours de 80% ce qui indique tout de même une bonne viabilité cellulaire. La 
perte importante de cellules ou la mort cellulaire lors de la première série de souris peut 
s’expliquer par un défaut d’optimisation du protocole. Ce dernier multipliant les 
manipulations et les intervenants est lourd pour un tel nombre de souris. Ainsi, la première 
série de souris était associée à la découverte du protocole. Sa réalisation pour la deuxième 
série de souris s’était affranchie de cette étape de découverte, ce qui peut expliquer les 
meilleurs résultats. 
Cependant, avec les données de la deuxième série de souris, nous n’avons pas pu mettre en 
évidence d’induction par VP2 de LT spécifiques produisant des IL-2 ou des IFNg. Une 
réponse non spécifique importante avec le pool de peptides VP2 a gêné l’interprétation des 
marquages intracellulaires. De plus, les contrôles réalisés à partir d’une stimulation avec du 
PMA-Ionomycine confirment que quelques cellules sont activées et produisent des IL2 et des 
IFNg mais leur nombre est faible par rapport aux valeurs de référence souhaitées. D’après le 
test CFSE de la deuxième série, il semblerait qu’aucun des virus recombinants n’induise une 
lymphoprolifération de LT CD4+.  
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Tout comme dans le cas de l’évaluation de la réponse humorale, il est possible de 
s’interroger sur la validité du modèle murin dans le cadre de l’évaluation de la réponse 
cellulaire spécifique. En effet, d’importantes variations entre espèces voire entre individus 
dans une même espèce concernant la reconnaissance de protéines du BTV par les LTc 
existent [Schwartz-Cornil et al., 2008]. Chez les souris, les principales sources de 
reconnaissance des LTc sont les protéines non structurales, suivies de VP3 puis VP7, VP2 et 
VP5. Chez les ovins, les protéines immunogènes pour les LTc sont VP2 et NS1. Ainsi, il est 
probable que VP2 soit, de nature, peu immunogène dans le modèle murin. 
 
Le fait d’utiliser un modèle murin présente incontestablement de gros avantages d’où 
son utilisation dans cette étude. Il réduit considérablement le coût des recherches. Il permet 
également de s’affranchir des contraintes techniques et logistiques inhérentes aux infections 
expérimentales sur ovins. Un nouveau modèle murin pouvant faciliter les études sur la 
bluetongue a été élaboré récemment [Calvo-Pinilla et al., 2009]. En effet, des souris adultes 
déficientes en récepteur d’IFN de type 1 (IFNAR(-/-)) sont sensibles au BTV-4 et BTV-8 
quand il est administré en intraveineux (apathie, écoulements oculaires, mort dans les 60h 
post-inoculation). Dans cette même étude, l’immunisation de souris avec un vaccin inactivé 
contre le BTV4 a montré une induction d’anticorps neutralisants et une totale protection. Un 
essai a été réalisé sur ces souris [Franceschi et al., 2011] ayant subi une inoculation 
intrapéritonéale d’un vecteur herpesvirus bovin de type 4 exprimant VP2. Elles ont alors 
présenté des anticorps anti-BTV neutralisants et un temps de survie plus long que des souris 
non immunisées après épreuve avec du BTV-8. Ce modèle présente l’avantage de pouvoir 
réaliser un test d’épreuve chez cette espèce contrairement aux souris utilisées dans notre essai. 
Cependant, il n’est pas possible de prévoir l’effet du vecteur SG33 chez ces souris déficientes 
en récepteur IFN et il serait nécessaire d’évaluer cet effet dans un premier temps avant de 
tester les recombinants sur ces dernières. 
 
Pour tenter d’expliquer le défaut d’immunogénicité de VP2 chez les souris, nous 
pouvons également émettre d’autres hypothèses. 
 
• Nous pouvons penser que l’antigène VP2 n’est pas suffisamment exprimé par les 
recombinants in vivo chez les souris. Il est difficile de prévoir la conformation des protéines 
fusionnées et nous ne pouvons exclure l’hypothèse que celle de VP2 soit modifiée dans nos 
constructions. Or, VP2 comporte deux domaines hydrophiles contenant de multiples épitopes 
conformationnels impliqués dans la neutralisation du virus [DeMaula et al., 2000 ; Schwartz-
Cornil et al., 2008]. L’architecture tridimensionnelle des protéines VP2 en fusion ou en 
présentation classique ne permet peut-être pas une présentation de l’antigène suffisante aux 
cellules immunitaires. Ceci pourrait expliquer que la production d’anticorps anti-VP2 soit 
plus faible pour les recombinants en fusion, leur caractère non neutralisant pour toutes nos 
constructions chez les souris et l’absence de LT spécifiques. 
Nos différents vaccins ont été testés in vitro sur cellules RK13 (cellules rénales de lapin). Les 
gènes VP2 étaient correctement exprimés sur cellules infectées. Il aurait été intéressant de 
vérifier par marquage immunologique sur virions si les protéines de fusion étaient 
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correctement incorporées dans ces derniers afin de s’assurer que l’antigène est correctement 
présenté par les virions.  
 
• Nous avons pu constater d’après les tests d’immunofluorescence que 
l’immunogénicité des recombinants en fusion semble plus faible que celle de la construction 
classique. Les promoteurs utilisés ne sont pas les mêmes selon les constructions. Le 
promoteur p7,5 utilisé pour la construction classique SG33-VP2 est un promoteur fort 
précoce-tardif contrairement aux promoteurs M022L et M071L qui sont des promoteurs 
tardifs. Le vecteur est non réplicatif chez les souris et nous pouvons donc penser que les 
promoteurs précoces ou mixtes sont plus intéressants chez les souris, les protéines tardives 
ayant moins de chance d’être exposées de manière directe par les cellules murines infectées 
[Drillien et al., 2003]. La transcription des gènes précoces est autonome puisque les facteurs 
de transcription nécessaires sont encapsidés dans le virion et la machinerie cellulaire de 
traduction est ubiquitaire dans les cellules de mammifères. 
 
• Enfin, nous avons pu confirmer que la stimulation avec les peptides VP2 n’est pas 
efficace. En effet, le dosage des cytokines montre que la stimulation par les peptides VP2 
n’induit pas une augmentation en IL2 chez des souris vaccinées BTV8. La qualité de ces 
peptides et leur quantité peuvent être remises en question. Cette dernière observation 
témoigne d’un défaut certain de nos expériences pour évaluer l’immunogénicité de VP2. Un 
moyen de nous affranchir de l’usage de ces peptides serait l’utilisation de souris IFNAR(-/-) 
après avoir testé l’effet du vecteur SG33 sur ces dernières. Une vaccination par les 
recombinants dans un second temps avec soumission à une épreuve virulente pourrait 
apporter des informations sur la capacité des recombinants à conférer une protection. 
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CONCLUSION 
 
Même si la FCO en France parait à présent totalement maîtrisée, il n’est pas 
impossible que cette maladie ressurgisse étant donné que les campagnes de vaccination ne 
sont plus rendues obligatoires. Les vaccins actuellement commercialisés ne permettent pas de 
différencier les animaux vaccinés des animaux infectés. De plus, ils offrent une protection 
homotypique. Ainsi, il est toujours d’actualité de tenter d’élaborer des vaccins multi-sérotypes 
et s’intégrant dans la stratégie DIVA. C’est donc naturellement vers la stratégie recombinante 
que de nombreuses études se sont tournées pour tenter d’élaborer ce type de vaccin.  
La protéine VP2 du BTV est à l’origine de la synthèse d’anticorps neutralisants 
protecteurs et est immunogène pour les lymphocytes T cytotoxiques chez les ovins. Elle 
présente donc un grand intérêt pour l’élaboration de vaccins. Un vecteur myxomateux SG33 
présentant VP2 en intergénique a montré son efficacité en conférant une protection chez des 
ovins. Toutefois, son efficacité s’est révélée être plus faible que celle du vaccin inactivé 
actuellement sur le marché. Dans la continuité de cette étude et afin d’améliorer 
l’immunogénicité de ce vaccin, la stratégie de fusion avec expression de l’antigène étranger 
directement sur la particule virale a été privilégiée. Ainsi, deux recombinants incluant la 
protéine VP2 fusionnée aux protéines d’enveloppe M022L ou M071L du virus myxomateux 
ont été créés puis testés dans un modèle murin afin de comparer leur efficacité par rapport à la 
construction classique en intergénique. 
 
Cependant, nos virus recombinants semblent avoir entraîné une réponse en anticorps 
anti-VP2 plus faible par rapport à celle fournie par la construction classique d’après les 
observations du test d’immunofluorescence. De plus, ces derniers ne sont pas neutralisants, 
même dans le cas d’une immunisation avec un vecteur construit par la méthode classique qui 
avait entraîné la présence d’anticorps neutralisants chez les ovins. Ceci permet de nous 
interroger sur la validité de notre modèle murin. Enfin, il n’a pas été possible de mettre en 
évidence une réponse cellulaire spécifique.  
 
Même si le principal objectif qui était de démontrer une amélioration de 
l’immunogénicité de VP2 n’est pas atteint, cette technique de fusion n’est pas pour autant à 
abandonner. Cette étude confirme toutefois que le virus myxomateux est apte à présenter des 
antigènes grâce à cette stratégie étant donné qu’il induit une réponse humorale spécifique, 
certes non neutralisante mais bien présente.  
De plus, la stimulation par les peptides VP2 n’était pas efficace dans nos expériences et nous 
a par conséquent empêchés de conclure sur la réponse cellulaire induite par ces recombinants. 
L’utilisation de souris IFNAR(-/-) préalablement vaccinées puis subissant une épreuve 
virologique pourrait nous renseigner sur la capacité des recombinants à conférer une 
protection.  
 
Cette stratégie de fusion a déjà montré son efficacité en utilisant des vecteurs de la 
famille des Poxviridae ou d’autres familles dans de nombreuses études ce qui témoigne de 
l’utilité d’envisager cette méthode dans l’optique d’améliorer un vecteur. 
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